Papel de la ruta CN/NFAT en el desarrollo de hipertrofia cardiaca patológica by Lozano Vidal, Noelia
  
Departamento de Biología Molecular 
Facultad de Ciencias 














“Papel de la ruta CN/NFAT en el desarrollo de 
hipertrofia cardiaca patológica”  
 
 
Noelia Lozano Vidal 




Tesis dirigida por: 
Juan Miguel Redondo Moya 
Sara Martínez Martínez 
 






























“[La ciencia] nunca resuelve un problema sin crear diez más”. 




“El héroe inicia su aventura desde el mundo de todos los días 
hacia una región de prodigios sobrenaturales, se enfrenta con 
fuerzas fabulosas y gana una victoria decisiva: el héroe regresa de 
su misteriosa aventura con el poder de otorgar dones a sus 
semejantes”. 
Joseph Campbell, El héroe de las mil caras, 1949 
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AAV9 Virus adeno-asociado serotipo 9 
ADNc Ácido desoxirribonucleico complementario 
AKAP79  Proteína de anclaje quinasa A 79 (A-Kinase Anchoring Protein 79) 
Akt Proteína quinasa B (Protein Kinase B) 
αMHC  Cadena pesada de la miosina alfa (alpha-Myosin Heavy Chain) 
ANF  Factor natriureútico atrial (Atrial Natriuretic Factor) 
AngI Angiotensina I 
AngII Angiotensina II 
ANOVA Análisis de la varianza 
AP-1 Proteína activadora 1 (Activator Protein 1) 
ARNm Ácido ribonucleico mensajero 
AT1/AT2 Receptor de Angiotensina 1 / 2 
ATP Adenosina Trifosfato 
βMHC Cadena pesada de la miosina beta (beta-Myosin Heavy Chain) 
BNP/Nppb Péptido natriurético cerebral (Brain Natriuretic Peptide) 
Ca2+ Calcio 
Cabin/Cain Proteína de unión a calcineurin (Calcineurin-Binding Protein) 
CaM Calmodulina 
CaMKII Calmodulina quinasa 2 
CBA Actinina beta de pollo (Chicken beta-Actinin) 
CHP  Proteína de unión a calcio P22 (Calcium binding protein P22) 
CK1 Caseina quinasa 1 
CMLV Células de músculo liso vascular 
CMV Citomegalovirus 
CN Calcineurina 
CnA Calcineurina subunidad A 
CnAβ−/−  Knock-out para Calcineurina subunidad A, isoforma beta 
CnB Calcineurina subunidad B 
Col1a1 Colágeno 1 alfa 1 
Col3a1 Colágeno 3 alfa 1 
Cox2 Ciclooxigenasa 2 
Cq Ciclo de cuantificación 
Cre Recombinasa Cre 
CsA Ciclosporina A 
CsA+AngII  Ciclosporina A + Angiotensina II 
CTGF Factor  de crecimiento de tejido conectivo (Connective Tissue Growth Factor) 
CyPA Ciclofilina A 
∆ (delta) Alelo delecionado 
DAG Diacilglicerol 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
Drp1  
 
Dinamin-related protein 1 
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dsAAV Vector adenoasociado de cadena doble o complementaria (double-stranded 
AAV) 
DYRK Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A 
ECA Enzima Convertidora de Angiotensina 
EF Fracción de eyección 
EGR Early growth response protein 
ERT2/Esr1 Receptor mutado de estrógenos 
FC Frecuencia cardiaca 
FK506 Tacrolimus 
FKBP Proteína de unión a FK506 
flox Secuencia flanqueante Lox 
GFP Proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein) 
GFP-LxVP  Proteína verde fluorescente fusionada a LxVP 
GSK3 Glicógeno sintasa quinasa 3 (Glycogen Synthase Kinase 3) 
HW/BW Peso del corazón / Peso del cuerpo (Heart Weight/Body Weight) 
HW/TL Peso del corazón / Longitud de la tibia (Heart Weight/Tibia Lenght) 
ICER Inducible cAMP Early Repressor 
IL6 Interleucina 6 
Io Ionóforo de calcio 
i.p. intraperitoneal 
i.v. intravenoso 
IP3 Inositol 1,4,5-trifosfato 
IP3R Receptor de inositol trifosfato 
Iso Isoproterenol 
IVS Septo intraventricular (Intraventricular Septum) 
JNK Quinasa c-Jun N-terminal (c-Jun N-terminal Kinase) 
Kb Kilobases 
KDa KiloDaltons 
LoxP  Secuencias flanqueante Lox 
LV Lentivirus 
LVIDd Diámetro interno del ventrículo izquierdo en diástole (Left Ventricular Internal 
Diameter, diastolic) 
LVIDs Diámetro interno del ventrículo izquierdo en sístole (Left Ventricular Internal 
Diameter, systolic) 
LVPW Pared posterior del ventrículo izquierdo (Left Ventricular Posterior Wall) 
MAPK Proteína quinasa activada por mitógeno (Mitogen-Activated Protein Kinase) 
MEF2 Factor potenciador específico de miocito 2 (Myocyte Enhancer Factor-2) 
MLEC Células endoteliales de pulmón de ratón 
MOI Multiplicidad de infección (Multiplicity of Infection) 
Myh6 Cadena pesada de la miosina alfa (alpha myosin heavy chain) 
NES Secuencia de exportación nuclear (Nuclear Exportation Sequence) 
NFAT Factor nuclear de células T activadas (Nuclear Factor of Activated T cells) 
Nkx2.5  Proteína homeobox Nkx-2.5 
NLS Secuencia de localización nuclear (Nuclear Localization Sequence) 
Nppb Péptido natriurético cerebral (Brain Natriuretic Peptide) 
OMS Organización Mundial de la Salud 
9 
 
pb pares de bases 
PBS Buffer fosfato salino 
PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 
PEI Polietinilimina 
PI3K Fosfoinositol 3-quinasa (Phosphoinositol 3-Kinase) 
PIP2 Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) 
PKC  Proteína quinasa C (Protein Kinase C) 
PLC Fosfolipasa C (Phospholipase C) 
PLN Fosfolamban (Phospholamban) 
PMA forbol miristato acetato (phorbolmyristate acetate) 
PP1 Proteína fosfatasa 1 
PP2A Proteína fosfatasa 2 A 
PP2B Proteína fosfatasa 2 B 
PP2C Proteína fosfatasa 2 C 
qPCR PCR cuantitativa 
RCAN Regulador de Calcineurina 
RLU Unidades relativas de luminiscencia (Relative Luminiscence Units) 
RT-PCR PCR de trancripción reversa (Reverse transcription PCR) 
Ryr2 Receptor de rianodina 2 (Ryanodin receptor 2) 
Serca2 ATPasa del Retículo Endoplásmico 2 (Sarcoendoplasmic Reticulum Calcium 
ATPase 2) 
SFFV Spleen-focus forming virus 
SGK1  Quinasa regulada por glucocorticoides y suero 1 (Serum and glucocorticoid-
regulated kinase 1) 
ssAAV Vector adenoasociado de cadena simple (single-stranded AAV) 
SV40 Simian virus 40 
TGFβ  Transforming Growth Factor beta 
Thbs1 Trombospondina 1 
Tnc Tenascina C 





















La hipertrofia cardiaca patológica es un mecanismo por el cual el corazón reduce el 
estrés que se produce en su pared a consecuencia de patologías como hipertensión arterial, 
infarto de miocardio o estenosis aórtica. Este mecanismo se manifiesta con un aumento del 
tamaño del corazón y del área de los cardiomiocitos, la aparición de fibrosis en el miocardio y 
de disfunción cardiaca. La relación entre la hipertrofia y la activación de la ruta CN/NFAT es 
conocida desde hace años a través de trabajos con animales transgénicos o knock-out para CN 
o miembros de NFAT y con el fármaco inmunosupresor CsA, un inhibidor de CN; sin embargo, 
no se conoce en detalle la cinética de activación de la ruta en esta patología, ni el papel exacto 
de la CN en ella en la edad adulta. A la vez, existe mucha variabilidad en los resultados 
obtenidos con CsA, y se ha reportado que CsA podría tener efectos secundarios en animales y 
humanos derivados de su acción en dianas que no son la CN. 
Para circunvalar estos problemas, en este trabajo estudiamos esta patología en 
animales de genotipo silvestre y con deleción condicional y cardioespecífica de CN, mediante 
un modelo de infusión de AngII. Los resultados indican que la inhibición con CsA de CN 
consigue reducir todos los parámetros de la hipertrofia cardiaca excepto la fibrosis; en cambio, 
los animales en los que inducimos deleción genética de CN son capaces de inhibir también la 
fibrosis. Esto nos indica la importancia central de la CN en el desarrollo de la patología. Todos 
los animales tratados con AngII y co-tratados con CsA+AngII presentaban un aumento de la 
presión arterial. Esto sugiere que la hipertensión no es esencial en el desarrollo de la 
hipertrofia. Hemos comprobado que la activación de la ruta CN/NFAT es muy rápida tras la 
infusión de AngII, y que el fenotipo hipertrófico se produce tras 3 días de estimulación. 
También hemos observado que la deleción genética de CN o su inhibición con CsA impactan 
diferencialmente en el perfil génico que AngII induce. En el caso de colágenos, y a pesar de que 
la deleción de CN inhibía la fibrosis, sigue existiendo un aumento en su expresión, lo que 
sugiere que la presencia de CN en el cardiomiocito es necesaria en la deposición del colágeno 
producido en el tejido. Además, estudiamos una manera novedosa de inhibir el desarrollo de 
hipertrofia, usando el péptido inhibidor de CN, LxVP, por medio de vectores virales AAV9. Si 
bien la transducción que obtuvimos en el corazón fue alta, no conseguimos inhibir la activación 





The pathological cardiac hypertrophy is a mechanism by which the heart reduces the 
stress in its wall, as a consequence of diseases as arterial hypertension, myocardial infarction o 
aortic stenosis. This mechanism occurs with an increase in the heart size and cardiomyocyte 
area, and the appearance of cardiac fibrosis and dysfunction. The relationship between 
hypertrophy and CN/NFAT pathway activation is known for years through several studies 
where the authors used transgenic or knock-out animals for CN or different NFAT members 
and immunosuppressive drugs as CsA, which inhibits CN; however, neither the kinetics of 
activation of the pathway in this pathology, nor the exact role of CN in it in the adult age are 
known. Also, there is high variability in the results obtained with CsA as inhibitor, and has been 
reported that CsA could give secondary effects in both animals and humans derived of 
interference with other targets than CN. 
Therefore, we studied this pathology in wild type and conditional cardiospecific CnB 
knock-out mice, using an AngII-infusion model. The results indicate that CsA-mediated CN 
inhibition is able to reduce all features of cardiac hypertrophy except fibrosis; on the other 
hand, CnB deleted mice are able to inhibit fibrosis as well. This indicates the pivotal role of CN 
in the development of the pathology. All AngII- and CsA+AngII-treated animals presented an 
increase of blood pressure. This suggests that hypertension is not essential for the 
development of cardiac hypertrophy. Also, we have seen that the activation of CN/NFAT 
pathway is fast after the infusion of AngII, and that the hypertrophic phenotype is produced as 
soon as 3 days after the beginning of stimulation. Also, we have observed CnB deletion and 
CsA-mediated inhibition impact differentially in the AngII-induced gene expression profile. The 
case of collagens expression show us that, despite of fibrosis being inhibited by CnB deletion, 
there is still an increase in their expression, suggesting that the presence of CN in the 
cardiomyocyte is needed for the deposition of this collagen. Also, we studied a new approach 
to inhibit cardiac hypertrophy, using the CN inhibitory peptide, LxVP, delivered by viral vectors 
AAV9. We observed that, even with a high transduction achieved in the heart with this 












LA RUTA DE SEÑALIZACIÓN INTRACELULAR CALCINEURINA/NFAT 
La ruta de señalización calcineurina/NFAT (CN/NFAT) se describió inicialmente como 
una ruta principal en la señalización durante la respuesta inmune. Sin embargo, en las últimas 
décadas, se ha descubierto su importancia en otros muchos procesos fisiológicos y patológicos, 
desde el desarrollo embrionario hasta la senescencia y muerte celular (Crabtree and Olson, 
2002, Hogan et al., 2003, Pan et al., 2013, Heit, 2007). A continuación se detallan las 
características de los dos componentes principales de la ruta, CN y NFAT, así como su 
mecanismo de acción. 
La calcineurina 
La calcineurina (CN) o proteína PP2B es una fosfatasa que se describió entre los años 
70 y 80; (Klee et al., 1979, Stewart et al., 1983, Wang et al., 1999). Es una enzima altamente 
conservada evolutivamente, existiendo en levaduras y vertebrados superiores, y cuya 
expresión es ubicua (Rusnak and Mertz, 2000). 
La CN pertenece a la familia de las proteínas fosfatasa serina/treonina, cuyos otros 
miembros son PP1, PP2A y PP2C. Estas proteínas dependen de distintos iones divalentes para 
ejercer su función y son capaces de desfosforilar a proteínas con grupos fosfato en residuos de 
serina o treonina. La CN es la única fosfatasa de esta familia cuya actividad depende de iones 
de Ca2+ (Rusnak and Mertz, 2000). 
CN es un heterodímero compuesto por dos subunidades, la subunidad catalítica CnA y 
la reguladora CnB. En vertebrados existen 3 isoformas de CnA codificadas por otros tantos 
genes: CnAα, CnAβ y CnAγ. Respecto a CnB, presenta 2 isoformas, CnB1 y CnB2. CnAα o β 
forman heterodímeros con CnB1, y su distribución es ubicua (con diferente abundancia 
relativa de CnAα y CnAβ según el tejido), mientras que el heterodímero formado por CnAγ  y 
CnB2 está restringido a los testículos.  
Estructuralmente, CnA contiene un dominio amino-terminal catalítico de función 
fosfatasa, seguido por un dominio de unión a CnB, otro de unión a calmodulina (CaM), y 
finalmente, en el carboxilo-terminal, un dominio autoinhibidor. La estructura del sitio catalítico 
es una combinación de hélices α y láminas β entre las que se encuentra un motivo 
fosfodiesterasa que es el centro activo de la enzima. Cuando la CN esta inactiva el dominio 
autoinhibidor se pliega sobre el dominio catalítico impidiendo el acceso del sustrato al enzima. 
Por otro lado, CnB contiene en su estructura cuatro dominios EF que unen moléculas de Ca2+, y 
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su unión a CnA confiere estabilidad al heterodímero. La unión de CnA y CnB es necesaria para 
la funcionalidad enzimática, ya que se ha demostrado que la pérdida de la subunidad CnB 
conduce a la degradación de la subunidad catalítica CnA y por tanto a la inactivación de la ruta 
(Klee et al., 1998, Parsons et al., 2004, Maillet et al., 2010, Graef et al., 2001b).  
 
Figura 1: Estructura de la calcineurina subunidad A, con los dominios catalítico, de unión a calcineurina B 
(CnB), a calmodulina (CaM) y autoinhibidor (AI); y de la calcineurina subunidad B, con los dominios EF en 
gris. Adaptado de Rusnak et al (2000) y Li et al (2011). 
Se han descrito numerosos sustratos de CN a lo largo de su historia, siendo los mejor 
caracterizados la familia de factores de transcripción NFAT. Además de estos, otros sustratos 
de CN descritos son la proteína tau y la tubulina (Goto et al., 1985), la neuromodulina (Seki et 
al., 1995), la óxido nítrico sintasa (Dawson et al., 1993), la distrofina (Michalak et al., 1996), 
MEF2 (Wu et al., 2001), la proteína pro-apoptosis BAD (Wang et al., 1999) y la proteína de 
fisión mitocondrial Drp1 (Cereghetti et al., 2008).  
Las proteínas NFAT 
La familia de factores de transcripción Nuclear Factor of Activated T cells, o NFATs, se 
compone de cuatro miembros, NFATc1, c2, c3 y c4, y están relacionados evolutivamente con la 
familia Rel/NFκB (Graef et al., 2001a). Están regulados por CN y su función, inicialmente, se 
describió durante la activación linfocitaria. A veces se considera que existe un quinto miembro, 
NFAT5, cuya homología a los otros miembros sólo tiene lugar en el dominio de unión a ADN; 
pero no está regulado por CN y se activa en respuesta a estrés osmótico (Hogan et al., 2003). 
 
Figura 2: Estructura de NFAT, con los dominios regulador, de unión a ADN y activadores. En el dominio 
regulador se observan los sitios de fosforilación, ricos en serinas, y los motivos de unión a CN, PxIxIT y 
LxVP. Adaptado de Hogan et al (2003). 
Estructuralmente, los NFAT presentan dos dominios conservados. Próximo al extremo 
amino-terminal tienen un dominio regulador o región de homología de NFAT constituido por 
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varios motivos ricos en serinas, que están fosforiladas cuando el factor está inactivo. En este 
dominio regulador también se encuentran los dos motivos de unión a CN (PxIxIT y LxVP), así 
como las secuencias de localización/exportación nuclear (NLS y NES). La segunda región 
conservada es el dominio de unión a ADN, también llamada región de homología Rel por su 
similitud a los factores de transcripción de dicha familia. En los extremos amino y carboxilo-
terminales, que son las regiones más variables, existen dominios de transactivación (Hogan et 
al., 2003). 
Dependiendo del tipo celular, podemos encontrar combinaciones diferentes de los 
factores NFAT. El porqué de la coexistencia de los cuatro factores ha sido estudiado, 
estudiándose si  existe un mecanismo de redundancia al ser el dominio de unión a ADN 
homólogo entre ellos (Macian, 2005), o si cada miembro tiene una función exclusiva. Así, 
algunos trabajos han descrito diferencias funcionales entre factores NFAT sobre la regulación 
de la expresión génica (Yoshida et al., 1998, Xanthoudakis et al., 1996, Hodge et al., 1996, 
Cante-Barrett et al., 2007, Graef et al., 2001b, Urso et al., 2011, Wilkins et al., 2002, Bourajjaj 
et al., 2008). 
NFAT coopera con otros factores de transcripción (ej: AP-1, GATA4, ICER, MEF2 o EGR) 
en las regiones promotoras de los genes que regula (Hogan et al., 2003, Decker et al., 1998, 
Nemer and Nemer, 2002, Molkentin et al., 1998, Olson and Williams, 2000). También se ha 
descrito la formación de dímeros de NFAT dispuestos en forma de anillo alrededor de la doble 
hélice de ADN (Giffin et al., 2003). 
Activación de la ruta de señalización CN/NFAT 
En reposo, CN y NFAT se encuentran en el citoplasma celular, y NFAT está altamente 
fosforilado, ya que la CN está inactiva al estar el centro activo ocupado por su dominio 
autoinhibidor. Cuando la célula recibe estímulos externos que inducen incrementos en la 
concentración intracelular de Ca2+, la proteína CaM se activa uniéndose a CN. Esta interacción 
produce un cambio conformacional de CN en el que el dominio autoinhibidor se desplaza del 
centro activo del enzima, lo que permite el acceso de sus sustratos. Así, las proteínas NFAT son 
desfosforiladas por CN provocando un cambio conformacional del factor que expone su 
secuencia de localización nuclear (NLS), y se transloca al núcleo. Una vez en el núcleo, NFAT se 
une a sus elementos de reconocimiento en los promotores de sus genes diana, regulando su 
transcripción (Hogan et al., 2003, Crabtree and Schreiber, 2009, Crabtree and Olson, 2002, Li et 
al., 2011). Cuando el estímulo activador cesa, NFAT se desactiva exportándose de nuevo al 
20 
 
citoplasma. Diversas quinasas tales como GSK3, CK1, DYRK, JNK y p38 se han descrito que 
participan en la restauración del estado de fosforilación de NFAT (Li et al., 2011, Gomez del 
Arco et al., 2000, Crabtree and Olson, 2002, Hogan et al., 2003, Crabtree and Schreiber, 2009). 
 
Figura 3: Esquema básico de la activación de la ruta CN/NFAT. Los puntos rojos representan los iones Ca2+ 
liberados en el citoplasma. CaM: calmodulina; NLS: Secuencia de Localización Nuclear; JNK: Quinasa c-Jun 
N-terminal. 
La interacción entre CN y NFAT es un requerimiento fundamental en la regulación de la 
activación de NFAT. A finales de los 90 se identificó la primera de las secuencias que regulan la 
unión a CN de NFAT, la secuencia consenso PxIxIT (Aramburu et al., 1998), situada en el 
extremo N-terminal del dominio regulador de NFAT, y que se haya conservada en los cuatro 
miembros de la familia. La afinidad del motivo PxIxIT por CN es baja, lo cual facilita que NFAT 
no sea constantemente activada, añadiendo otro punto de control a la activación de la ruta. La 
región de unión del motivo PxIxIT en la CN se localiza en dominio catalítico de la CnA (Li et al., 
2007). Los estudios cristalográficos (Li et al., 2007) y de resonancia magnética nuclear 
(Takeuchi et al., 2007) que determinaron esta región se realizaron usando el péptido VIVIT, 
que es una versión mejorada de la secuencia PxIxIT con mayor afinidad por CN (Aramburu et 
al., 1999). La unión de VIVIT tiene lugar a través de las láminas β11 y β14 de CN. 
Recientemente, estudios cristalográficos han confirmado que secuencias PxIxIT procedentes 
de otras proteínas que interaccionan con CN también se unen a esta región (Grigoriu et al., 
2013, Li et al., 2012).  
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En el extremo C-terminal del dominio regulador 
de NFAT se localiza el segundo motivo de unión a CN 
que contiene la secuencia consenso LxVP (Park et al., 
2000, Liu et al., 2001). Esta secuencia esta 
moderadamente conservada entre los miembros NFAT. 
Los péptidos basados en las secuencias LxVP de los 
distintos miembros muestran diferencias en su 
capacidad para desplazar la interacción de CN a NFAT 
in vitro, lo que indica que las secuencias LxVP se unen a 
CN con distintas afinidades dependiendo del miembro 
de la familia (Martinez-Martinez et al., 2006). Los 
ensayos de competición de este estudio sugieren que el sitio LxVP de NFATc2 no sería 
funcional ya que presenta una afinidad casi nula por CN (Martinez-Martinez et al., 2006). A 
diferencia de la secuencia PxIxIT, que es capaz de unirse a la subunidad CnA en ausencia de 
CnB, la secuencia LxVP requiere la presencia de la subunidad reguladora para interaccionar con 
CnA (Rodriguez et al., 2009). De hecho, se ha demostrado que LxVP se une a CN a través de un 
bolsillo hidrofóbico en la unión de CnA y CnB. (Rodriguez et al., 2009, Grigoriu et al., 2013). 
Inhibición de la ruta de señalización CN/NFAT 
Inhibidores farmacológicos de CN 
Los fármacos inmunosupresores Ciclosporina A (CsA) y FK506 (también denominado 
tacrolimus) son los dos inhibidores exógenos de CN mejor caracterizados. El primero es un 
endecapéptido cíclico y fue aislado del hongo Hypocladium inflatum gams; el segundo es un 
trieno macrocíclico extraído de Streptomyces tsukubaensis. (Azzi et al., 2013, Martinez-
Martinez and Redondo, 2004). Tras el descubrimiento de sus propiedades como 
inmunodepresores (Borel et al., 1976, Ochiai et al., 1987) ambos compuestos fueron objeto de 
estudio en numerosos trabajos con el fin descubrir su mecanismo de acción y con este 
conocimiento poder hacer frente a grandes retos de la Inmunología en los años 80. Ambos son 
compuestos lipofílicos que atraviesan la membrana plasmática de las células y su mecanismo 
de acción es similar a través de la inhibición de la actividad fosfatasa CN. En el citosol, CsA y 
FK506 se unen a sendas inmunofilinas (Ciclofilina A (CyPA) y FKBP, respectivamente), unas 
proteínas cuya función biológica es la catalización de reacciones isomerasa. Estos complejos 
CsA-CyPA o FK506-FKBP, se unen a la CN a través del dominio de unión a CnB, de forma que la 
unión se produce en la interfaz entre CnA y CnB (Huai et al., 2002), de forma similiar a como se 
Figura 4: Modelo tridimensional 
de la unión de LxVP (en gris) a 
CN, que se produce en la unión 
de la subunidad A (rojo) y B 
(verde). Los residuos implicados 
en dicha unión se hayan 
resaltados en azul y amarillo. 




describió posteriormente para LxVP (Rodriguez et al., 2009). Esta interacción del complejo 
inmunosupresor-inmunofilina con CN evita que los sustratos, entre ellos NFAT, puedan 
acceder al sitio activo y se desfosforilen por la enzima. 
 
Figura 5: Estructura molecular de la 
Ciclosporina A (arriba), y modelo 
tridimensional (derecha) de la unión de CsA 
(verde, en el centro) unida a ciclofilina A 
(CyPA, rojo), con CN. Adaptado de Rusnak 
et al (2000), y Huai et al (2002), 
respectivamente. 
El uso de CsA como fármaco inmunosupresor en la terapia de rechazo tras un 
trasplante de órgano mejoró sustancialmente la esperanza de vida de los órganos 
trasplantados y, por tanto, de los pacientes. (Kolata, 1983, Issa et al., 2013). Sin embargo, el 
tratamiento con estos inmunosupresores conlleva graves efectos secundarios derivados de su 
aplicación crónica, tales como nefrotoxicidad, hipertensión, neurotoxicidad y trastornos 
gástricos (Ekberg et al., 2007). Estos efectos secundarios pueden tener distintos orígenes, unos 
podrían ser dependientes de la propia inhibición específica de CN, ya que la ruta CN/NFAT 
regula otros muchos procesos biológicos en diferentes tejidos. Otros efectos podrían ser 
independientes de CN, entre ellos los debidos a su interacción con las inmunofilinas (Kiani et 
al., 2000). Se cree que uno de los efectores de la toxicidad de CsA es TGFβ, ya que su expresión 
y liberación está incrementada tras el tratamiento con CsA (Khanna et al., 1994, Hojo et al., 
1999, Minguillon et al., 2005). TGFβ estimula la producción de componentes de la matriz 
extracelular y un descenso de las proteasas que la degradan, provocado un aumento en la 
fibrosis. Además, hay trabajos que apuntan a que CsA provoca la activación del sistema renina-
angiotensina con un aumento de la producción de aldosterona (Bobadilla and Gamba, 2007), la 
estimulación de la producción de endotelina 1 (Abassi et al., 1996) y la activación del sistema 
nervioso simpático en el riñón (Azzi et al., 2013), que provocan hipertensión, y el aumento en 





Inhibidores endógenos de CN 
Existen diversas proteínas endógenas que son capaces de inhibir la función de la CN, 
por ejemplo AKAP79 (Kashishian et al., 1998), CHP (Lin et al., 1999), Cabin1/Cain (Sun et al., 
1998) y las proteínas RCAN (Rothermel et al., 2000). Estas últimas forman una familia 
compuestas por tres miembros codificados por tres genes: RCAN1, 2 y 3. De esta familia, 
RCAN1 es el miembro mejor caracterizado y presenta dos isoformas, RCAN1.1 y RCAN1.4, cuya 
expresión depende de dos promotores alternativos. La expresión de RCAN1.1 es normalmente 
constitutiva mientras RCAN1.4 se induce transcripcionalmente a través de la activación de la 
ruta CN/NFAT (Yang et al., 2000). La expresión de RCAN1.4 se considera por tanto un 
mecanismo de retroalimentación negativa por el cual la activación de la ruta CN/NFAT 
produciría la expresión de esta proteína, y ésta a su vez inhibiría la activación de CN. 
Curiosamente, mientras los primeros trabajos de sobreexpresión de RCAN1 apuntaban en 
efecto a que esta proteína se unía e inhibía la actividad CN (Rothermel et al., 2000, Rothermel 
et al., 2001), posteriormente se observó que la deleción de este gen in vivo podría ejercer un 
papel dual sobre la ruta, pudiendo tener también una función activadora (Vega et al., 2003, 
Sanna et al., 2006). 
Péptidos basados en secuencias de unión CN/NFAT 
En la búsqueda de inhibidores más específicos para la ruta CN/NFAT se han empleado 
péptidos basados en las secuencias de los motivos de unión de NFAT con CN, PxIxIT y LxVP. 
Dichos péptidos son VIVIT y LxVP, respectivamente. VIVIT, con la secuencia 
MAGPHPVIVITGPHEE, fue diseñado como una mejora del motivo PxIxIT, de forma que tiene 
una alta afinidad por CN, desplazando competitivamente a sustratos que se unan a ella 
mediante esta secuencia (Aramburu et al., 1999). En cambio, LxVP tiene la secuencia de su 
motivo en NFATc1, es decir, es un péptido de 15 aminoácidos con la secuencia 
DQYLAVPQHPYQWAK (Liu et al., 2001, Park et al., 2000). 
La zona de interacción con CN de cada uno de estos péptidos distinta, por lo que su 
forma de inhibir la activación de CN es diferente. Así, VIVIT inhibe fuertemente la unión de 
sustratos a CN sin interferir con la actividad del enzima, mientras que LxVP compite tanto con 
la unión de sustratos como la actividad fosfatasa (Martinez-Martinez et al., 2006). Una ventaja 
importante frente a CsA es que los péptidos pueden realizar su función sin necesitar otra 
proteína endógena. Las características del péptido LxVP lo han hecho más atractivo de cara a 
un posible uso como inmunosupresor, por lo que ha sido ampliamente estudiado en nuestro 
24 
 
laboratorio. En primer lugar, fue objeto de estudio la afinidad del péptido por calcineurina 
(Martinez-Martinez et al., 2006) y el sitio de unión del motivo en la CN (Rodriguez et al., 2009). 
Durante los últimos años en nuestro laboratorio hemos usado el péptido LxVP para interferir 
en el desarrollo de diversas patologías en las que la ruta de CN/NFAT estaba implicada. Así, la 
expresión de LxVP empleando vectores lentivirales es capaz de inhibir el desarrollo de 
aneurismas aórticos abdominales (Esteban et al., 2011), el avance de lesiones ateroscleróticas 
(Mendez-Barbero et al., 2013) y tiene potencial terapéutico contra la artritis reumatoide y la 
hipersensibilidad (Escolano et al., 2014). 
HIPERTROFIA CARDIACA 
El sistema circulatorio tiene la función biológica de distribuir la sangre por todo el 
cuerpo. El corazón es el órgano central del sistema circulatorio y está compuesto 
mayoritariamente por tejido muscular altamente vascularizado. Su función es el bombeo de la 
sangre a través de los vasos sanguíneos. Su importancia es tal que es uno de los primeros 
órganos en formarse y empezar a ejercer su función. 
Anatomía y fisiología del corazón 
El corazón es un órgano de forma cónica, con cuatro cámaras huecas: dos ventrículos y 
dos aurículas. Los primeros sirven para eyectar la sangre fuera del corazón a través de arterias; 
las últimas para recibirla desde las venas. El corazón presenta bilateralidad, de forma que tiene 
una aurícula y un ventrículo a la derecha y otro par de cámaras a la izquierda. El ventrículo y la 
aurícula de cada lado están comunicados por válvulas que permiten el paso de la sangre, 
mientras que las partes situadas a la izquierda y derecha del corazón no se comunican, 
estando separadas por una pared muscular 
denominada septo. Se denomina ápex a la parte 
inferior del corazón, acabada en punta, y base a la 
parte superior del mismo.  
La sangre accede al corazón por la aurícula 
derecha desde las venas cavas inferior y superior, 
después de pasar por todo el cuerpo oxigenando los 
tejidos y órganos. A través de la válvula tricúspide, la 
sangre pasa al ventrículo derecho, desde donde es 
bombeada a la arteria pulmonar hacia los pulmones. 
Allí, la sangre descarga el dióxido de carbono 
Figura 6: Anatomía del corazón humano. 
Adaptado de Texas Heart Association. 
25 
 
procedente del metabolismo celular y se carga de oxígeno, volviendo al corazón a través de las 
cuatro venas pulmonares, para desembocar en la aurícula izquierda. La sangre ahora pasa al 
ventrículo izquierdo a través de la válvula mitral. El ventrículo izquierdo es considerado la 
cámara principal y se va a encargar de impulsar la sangre, que saldrá por la válvula aórtica 
hacia la aorta, con suficiente fuerza para que circule por todo el cuerpo. (Anderson et al., 2004, 
Partridge and Anderson, 2009; `Iaizzo, The Handbook of Cardiac Anatomy, Physiology, and 
Devices, 2009`). 
La clave de esta circulación de la sangre a través de las cámaras cardíacas es la 
existencia de movimientos rítmicos y automáticos de contracción y relajación, llamados sístole 
y diástole. Durante la sístole, los ventrículos se contraen, reduciendo su tamaño y volumen, 
por lo que la sangre contenida en ellos saldrá hacia sus respectivas arterias; la diástole, por el 
contrario, consiste en una relajación del músculo cardiaco o miocardio, que provoca un 
aumento de volumen acompañado de una caída de la presión. Esto hace que la sangre que hay 
en las aurículas tienda a pasar libremente hacia los  ventrículos para igualar la presión entre 
ambas cámaras, llenando otra vez los ventrículos y reiniciando de nuevo el ciclo (Dini et al., 
2013). 
El corazón es un órgano complejo que está compuesto por varios tipos celulares: 
cardiomiocitos, fibroblastos, células endoteliales y del sistema inmune. Los cardiomiocitos son 
las células más importantes y  ocupan la mayoría del volumen del órgano; son células 
musculares estriadas y diferenciadas (Nadal-Ginard et al., 2003) que se encargan de los 
movimientos de contracción y distensión del corazón. Los cardiomiocitos son células grandes, 
en torno a 100-150 µm de longitud y 20 to 35 µm de anchura (Severs, 2000), y contienen gran 
cantidad de mitocondrias, que ocupan un 40% del volumen celular, para obtener ATP con el 
que poder desarrollar su función (Walker and Spinale, 1999). Los causantes del acortamiento 
celular que acaba produciendo la contracción coordinada del órgano completo son los 
llamados sarcómeros, entramados de proteínas (principalmente actina, troponina y miosina) 
que en los tejidos musculares permite la contracción de la célula. Este proceso se desencadena 
al producirse cambios de potencial de acción de membrana del cardiomiocito, que provocan la 
apertura de canales de calcio de tipo L sensibles a voltaje (LTCC). La entrada de Ca2+ en la 
célula es rápida y con un flujo bajo, lo que causa una activación de los receptores de rianodina 
(RyR2) que se encuentran en la membrana del retículo endoplásmico (RE). Esta activación 
resulta en una salida masiva de Ca2+ desde el RE hacia el citoplasma, aumentando su 
concentración intracelular en 100 veces y provocando una serie de cambios conformacionales 
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en la troponina que permite que la miosina, previa hidrólisis de ATP, se deslice sobre la actina, 
acortando así la fibra muscular. El proceso termina mediante lo que se denomina “relajación 
activa”: la ATPasa de Ca2+ del RE (Serca2) transporta el Ca2+  de nuevo al RE mediante hidrólisis 
de ATP, descendiendo la concentración citosólica de este ion a niveles de reposo. (Walker and 
Spinale, 1999, Torrent-Guasp et al., 2005, Heineke and Ritter, 2012). 
El corazón tiene una importancia primordial en el mantenimiento de la vida, siendo las 
enfermedades cardiacas o cardiopatías una de las causas principales de muerte en todo el 
mundo (Levy et al., 1990, Kannel, 2000; `Global status report on non-communicable diseases 
2010, World Health Organization, 2011`). Por ello, en las últimas décadas, las cardiopatías han 
sido amplio objeto de estudio, tanto desde el punto de vista clínico como molecular. Muchas 
cardiopatías cursan con hipertrofia cardiaca, y aunque algunas de estas patologías 
hipertróficas son de tipo familiar debidas a causas exclusivamente genéticas, existe una 
hipertrofia cardiaca de tipo extrínseco, según la clasificación de la OMS (1995), cuyo desarrollo 
se debe a causas externas y patológicas. 
La hipertrofia cardiaca como respuesta fisio-patológica 
La hipertrofia cardiaca es la respuesta del corazón a un aumento en estrés mecánico o 
humoral, con la finalidad de reducir dicho estrés en la pared. Esta respuesta consiste en un 
aumento en la masa del miocardio, de forma que pueda hacer frente a una mayor demanda de 
bombeo sanguíneo y conlleva un aumento en síntesis de proteína, en el tamaño de los 
cardiomiocitos y cambios en la organización de los sarcómeros.  
Existen dos tipos de hipertrofia cardiaca: fisiológica y patológica. La primera ocurre 
como una adaptación a una situación en la que la persona necesita más aporte de sangre en su 
actividad diaria, como en el caso de deportistas o mujeres embarazadas. La segunda, en 
cambio, ocurre cuando se necesita una compensación frente a situaciones que comprometen 
el correcto funcionamiento del sistema cardiovascular y el aporte de sangre, como por 
ejemplo, durante el infarto de miocardio, estenosis valvulares o hipertensión. Los dos tipos de 
hipertrofia se diferencian no sólo en sus causas, sino en sus características fenotípicas y en las 
rutas de señalización intracelular que están implicadas en su desarrollo. La hipertrofia 
fisiológica se activa a través de la ruta de PI3K y Akt, y conlleva un crecimiento excéntrico del 
ventrículo izquierdo, en el que se engrosan las paredes y aumenta el volumen de la cámara; no 
presenta fibrosis, ni expresión de genes de estrés (ANF y BNP) ni re-expresión de genes fetales 
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(βMHC), no causa disfunción cardiaca y es 
reversible al cesar el estímulo que lo provocó 
(Heineke and Molkentin, 2006, Maillet et al., 
2013). 
En cambio, la hipertrofia patológica 
aparece como un mecanismo temporal para 
preservar la función ventricular y liberar a la 
pared cardiaca del estrés generado por 
situaciones patológicas. En etapas 
tempranas, el corazón tiene un crecimiento 
concéntrico, es decir, el engrosamiento de 
las paredes no está acompañado de aumento 
de volumen; para ello, los cardiomiocitos 
crecen en grosor, añadiendo  sarcómeros en 
paralelo.  
Sin embargo, la cronificación de esta 
situación conduce al desarrollo de una 
hipertrofia excéntrica con dilatación cardiaca, 
en la que la cámara aumenta su volumen a costa de un adelgazamiento del miocardio. La 
dilatación cardiaca puede producirse directamente sin la existencia previa de una hipertrofia 
concéntrica, como ocurre a raíz de una cardiopatía isquémica (infarto de miocardio) o debido a 
determinadas mutaciones genéticas (dilatación cardiaca idiopática). En  las primeras fases la 
función cardiaca puede estar conservada, mientras que la transición a la cardiopatía dilatada 
provoca disfunción con una caída de la fracción de eyección. En la  hipertrofia patológica se 
produce fibrosis, re-expresión de genes fetales y expresión de genes de estrés, además 
presenta una reversibilidad sólo parcial. Muchas rutas de señalización intracelular se han 
implicado en el desarrollo de esta situación patológica: la activación de la ruta de MAP 
quinasas, el eje CN/NFAT, la activación de la quinasa PKC y otras relacionadas con la 
transducción de señales a través de receptores de proteínas G (Houser et al., 2012, Hill and 
Olson, 2008, Molkentin, 2013, van Berlo et al., 2013). En la tabla 1 se recogen las principales 
características de la hipertrofia fisiológica y patológica, diferenciando entre concéntrica y 
dilatada.  
Figura 7: Tipos de hipertrofia cardiaca, mostrando 
el aumento relativo de las paredes y el volumen 
ventricular y el crecimiento del cardiomiocito en 
cada caso. Adaptado de van Berlo et al (2003). 
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Aumento de masa 
miocárdica 
Aumento del grosor de la 
pared y del volumen del 
ventrículo coordinados 
Aumento del grosor sin 
aumento del volumen 
Aumento del volumen 
con adelgazamiento 




Crecimiento a la vez en 
longitud y grosor, adición 
de sarcómeros en serie 
Crecimiento en grosor, 
adición de sarcómeros en 
paralelo 
Crecimiento en 
longitud, adición de 
sarcómeros en serie 
Expresión de genes 
fetales y de estrés 
No Sí Sí 
Fibrosis No Sí Sí 
Función cardiaca Normal Normal Deprimida 
Reversibilidad Sí 
Sólo en primeras fases, no 
ante estímulos crónicos 
No 
Tipo de metabolismo Oxidativo Glucolítico Glucolítico 
Cambios de expresión 
de genes que manejan el 
Ca2+ intracelular 
No Sí Sí 
Mediadores moleculares Receptores tirosina 
quinasa, PI3K, AKT. 
Proteínas G, receptores α/β-
adrenérgicos, MAPK, 








La ruta de señalización CN/NFAT en hipertrofia cardiaca 
La activación de la ruta CN/NFAT es dependiente, como hemos visto en apartados 
anteriores, de los niveles intracelulares de Ca2+. La función tejido cardiaco, por su parte, está 
condicionada por constantes corrientes de Ca2+, que son imprescindibles para la contracción y 
relajación fibrilar. Por lo tanto, existe una controversia sobre cómo se produce la regulación de 
la actividad de CN en este tejido (Molkentin, 2006). Existen dos hipótesis para explicar este 
hecho. La primera establece que el propio calcio “contráctil” controla directamente la 
señalización de CN en los cardiomiocitos mediante estímulos que aumentan la frecuencia y 
amplitud de estos flujos (Xia et al., 2000, Tavi et al., 2004, Dolmetsch et al., 1997, Colella et al., 
2008). En cambio, la segunda hipótesis refiere a la existencia de microdominios en los 
cardiomiocitos donde la CN está asociada a canales de calcio no implicados en aportar Ca2+ 
para la contracción muscular, sino exclusivamente para los procesos de señalización 
intracelular, por lo que existirían dos flujos de Ca2+, uno para la contracción-relajación y otro 
para la señalización. Este escenario ha ido ganando mayor credibilidad  ya que se ha visto que 
la CN se encuentra asociada a las líneas Z de los cardiomiocitos (Heineke et al., 2005) y en 
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balsas lipídicas de la membrana plasmática (Makarewich et al., 2012), zonas diferentes a la 
afectada por los túbulos T que controlan los flujos de calcio contráctil (Heineke and Ritter, 
2012, Houser and Molkentin, 2008, Wu et al., 2006, Molkentin, 2006, Gomez et al., 2013).  
Durante los años 90 se describió que estímulos como angiotensina II (AngII) 
(Sadoshima et al., 1993), endotelina 1 (Shubeita et al., 1990) y agonistas de receptores α-
adrenérgicos (Simpson, 1983) inducían un fenotipo hipertrófico en cardiomiocitos en cultivo. 
Todos estos estímulos son capaces de  aumentar las concentraciones de Ca2+ intracelular tras 
la unión a sus receptores en la célula. Dado que en células linfoides estaba demostrado que el 
incremento del Ca2+ intracelular  activaba CN, en 1998 Molkentin et al se plantearon analizar si 
la CN podía estar implicada en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca. Así, describieron que 
ratones transgénicos que sobreexpresaban CnA constitutivamente activa en los cardiomiocitos 
presentaban un corazón de tamaño significativamente mayor que los ratones no transgénicos, 
con cardiomiocitos claramente hipertrofiados. Al aumentar su edad, la hipertrofia daba paso a 
dilatación cardiaca y muerte por insuficiencia cardiaca. El tratamiento de estos ratones con 
CsA previno la aparición de hipertrofia, sugiriendo así el papel central de la CN en el desarrollo 
de la patología. Recientemente, se ha descrito la reversibilidad de la hipertrofia cardiaca 
dependiente de CN en un modelo animal donde la sobreexpresión de CnA constitutivamente 
activa en corazón es controlada  por el tratamiento con doxiciclina de los ratones, lo que 
permite encender y apagar dicha sobreexpresión (Berry et al., 2011). Además, Molkentin et al 
también generaron ratones transgénicos que expresaban de forma cardioespecífica una forma 
constitutivamente nuclear de NFATc4. Estos animales presentaban también una destacada 
hipertrofia del corazón, lo que demostraba que la activación de la ruta CN/NFAT era capaz de 
inducir el desarrollo de hipertrofia cardiaca patológica (Molkentin et al., 1998).  
A partir de este estudio, se publicaron numerosos trabajos que intentaron elucidar el 
papel de la ruta CN/NFAT en la patología, usando los inhibidores farmacológicos de CN, CsA y 
FK506 (Bueno et al., 2002a), o empleando diversos ratones manipulados genéticamente 
(Wilkins and Molkentin, 2004). En el caso del uso de dichos fármacos inmunosupresores, se 
encontraron resultados contradictorios, ya que en algunos estudios CsA o FK506 era capaz de 
inhibir la hipertrofia cardiaca producida en modelos transgénicos o quirúrgicos como 
constricción aórtica o renal (Hill et al., 2000, Sussman et al., 1998, Murat et al., 2000, Sakata et 
al., 2000), mientras que en otros no se apreciaba este efecto inhibidor o se trataba de una 
reducción parcial (Lim et al., 2000, Ding et al., 1999, Zhang et al., 1999). En el caso del uso de 
animales transgénicos, ratones knock-out para la isoforma β de la subunidad catalítica CnA 
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mostraron resistencia a  los estímulos hipertróficos del isoproterenol (Iso) o la AngII (Bueno et 
al., 2002b), y  la generación de ratones knock-out para NFATc2, NFATc3 y NFATc4 demostraron 
que la activación de CN necesita de NFAT como efector para generar el aumento de tamaño 
del corazón (Wilkins et al., 2002, Bourajjaj et al., 2008). En ratones transgénicos NFAT-Luc, 
donde la expresión transcripcional del marcador luciferasa está dirigida por sitios de unión 
para NFAT, se demostró que mientras la inducción de hipertrofia fisiológica no está mediada 
por la activación de la ruta CN/NFAT, la hipertrofia producida por constricción aortica o tras un 
infarto de miocardio activa esta ruta. En el caso del inhibidor endógeno RCAN1, en ratones 
transgénicos para esta proteína se inhibía la hipertrofia cardiaca frente a varios estímulos 
patológicos (Rothermel et al., 2001), lo que sugería un papel inhibidor de RCAN1 en la ruta 
CN/NFAT. Sin embargo, ratones knock-out para RCAN1 presentan diferente fenotipo 
hipertrófico dependiendo del estímulo aplicado, demostrando un papel dual de RCAN1 en la 
patología (Vega et al., 2003, Sanna et al., 2006). Otro acercamiento usando inhibidores 
endógenos de la ruta es la sobreexpresión de AKAP79 y Cain, que inhiben a CN reduciendo la 
hipertrofia producida por AngII o fenilefrina in vitro (Taigen et al., 2000), y el uso de vectores 
adenovirales que expresan Cain para infectar el miocardio como posible terapia génica contra 
esta patología (De Windt et al., 2001).  
En el estudio con ratones knock-out para CnA mencionado anteriormente (Bueno et 
al., 2002b) sólo se eliminó una de sus dos isoformas con lo cual la actividad CN podía estar aún 
presente. Una forma de inhibir genéticamente la CN por completo es delecionar el gen CnB, ya 
que en ausencia de la subunidad reguladora CnB la subunidad catalítica CnA se desestabiliza y 
degrada, (Klee et al., 1998, Parsons et al., 2004). Sin embargo, los ratones knock-out para CnB 
presentan letalidad embrionaria por graves defectos en el desarrollo vascular (Graef et al., 
2001b), por lo que para evitar esto se han generado ratones en los que CnB se puede eliminar 
de forma específica de tejido usando el sistema Cre-LoxP (Orban et al., 1992, Neilson et al., 
2004, Parsons et al., 2004). En el caso del corazón, se usaron dos promotores que se expresan 
en distintos en el desarrollo del ratón en el que ésta se puede producir: el promotor Nkx2.5 
para el estado embrionario y el αMHC para la etapa postnatal (Maillet et al., 2010). Los 
primeros ratones resultaron ser letales debido a alteraciones en la formación de trabéculas y 
septo de los ventrículos. Los ratones con deleción de CnB cardiaca tras el nacimiento sufren en 
edad adulta de muerte súbita debido a fuertes arritmias que los autores relacionan con una 
reducción en la expresión de proteínas relacionadas con el transporte de calcio en los 
cardiomiocitos,  desorganización de la estructura mitocondrial y reducción en el número de 
células cardiacas (Maillet et al., 2010).  
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A pesar de los numerosos estudios realizados, en ninguno de ellos se ha abordado de 
forma directa el estudio del papel de la CN en el desarrollo de hipertrofia cardiaca patológica 
durante el estado adulto, que es cuando esta patología se produce, y que es el objetivo central 
de nuestro trabajo. 
La Angiotensina II y la ruta CN/NFAT en el corazón 
El sistema renina-angiotensina tiene una importancia crucial en la homeostasis del 
sistema circulatorio, siendo un regulador endocrino de la tonicidad de la vasculatura. Ante una 
caída de la presión arterial, pérdida de volumen sanguíneo o aumento de la osmolaridad del 
plasma, se activa la liberación de renina desde los riñones al plasma sanguíneo. La renina es la 
proteasa que corta  el angiotensinógeno, que ha sido producido y liberado por el hígado,  para 
dar el péptido angiotensina I (AngI), un decapéptido precursor de la AngII. AngI es 
transformada en AngII (octapéptido) por acción de la enzima convertidora de angiotensina 
(ECA), presente en las células endoteliales. AngII se  une a sus receptores, AT1 y AT2, en las 
células vasculares de músculo liso (CVMLs), y activa una cascada de señalización que acaba 
provocando vasoconstricción, induciendo así un aumento de la presión arterial. Además, otros 
efectos de la activación de este sistema hormonal como reabsorción de agua y sales en el 
riñón, secreción de aldosterona y aumento de la actividad simpática, junto al aumento en la 
presión arterial, producen un aumento del volumen circulante, lo que revierte la situación 
inicial manteniendo la correcta perfusión de los órganos  (Mehta and Griendling, 2007, 
Balakumar and Jagadeesh, 2014). Sin embargo, una activación constante de este sistema 
debida a diversas causas, como la existencia de patologías previas, la dieta o el estilo de vida, 
puede inducir una situación crónica de hipertensión, que puede a su vez derivar en la aparición 
de otras patologías, como el desarrollo de aneurismas abdominales aórticos (Daugherty et al., 
2000), en ateroesclerosis (Sata and Fukuda, 2010), aparición de fibrosis (Kato et al., 1991) y en 
la hipertrofia cardiaca (Rockman et al., 1994, Bruckschlegel et al., 1995). Además de la 
vasoconstricción, AngII tiene otras funciones en las CVMLs, regulando su proliferación y 
migración, eventos fundamentales en el remodelado vascular (Greene et al., 2001), y también 




Figura 8: Esquema de funcionamiento del sistema renina-angiotensina. Adaptado de Aria Rad (2006) bajo 
licencia Creative Commons. 
AngII activa distintas cascadas de señalización tras su unión a los receptores de 7 
dominios transmembrana, AT1 y AT2, tales como la rutas de activación mediadas por MAPKs; 
JAK/STATs; y RhoA/Rho quinasa (Touyz and Schiffrin, 2000, Mehta and Griendling, 2007). En 
respuestas patológicas el receptor AT1 es el principal transmisor de las señales de AngII 
mientras que la señalización a través de AT2 parece contrarrestar estas respuestas. El receptor 
AT1 está acoplado a proteínas Gαq triméricas, cuya activación provoca que fosfolipasa C (PLC) 
hidrolice fosfatidil inositol bisfofato (PIP2) en inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol 
(DAG). DAG va a activar la proteína quinasa C (PKC), mientras que IP3 va a unirse a su receptor 
en la membrana del retículo endoplásmico (IP3R), y como resultado, se produce la liberación 
de Ca2+ desde el retículo al citoplasma, lo que aumenta los niveles intracelulares de Ca2+ (Touyz 
and Schiffrin, 2000, Mehta and Griendling, 2007). Por su parte, DAG además se une 
directamente a canales transitorios receptores de potencial (TRPCs) en la membrana 
plasmática, permitiendo la entrada de Ca2+ al interior celular. Ambos eventos producirían la 
activación de CaM, y, como consecuencia, de la ruta CN/NFAT (Eder and Molkentin, 2011, 




Figura 9: Rutas de señalización activadas por AngII en cardiomiocitos. 
A pesar de que las CVMLs parecen ser las principales células efectoras de la AngII, ésta 
tiene receptores en casi todos los tipos celulares del cuerpo, siendo más estudiados su efecto 
en células del sistema cardiovascular, como endoteliales y cardiomiocitos. La presencia de 
receptores AT1 y AT2 en la membrana del cardiomiocito indica la existencia de una 
señalización directa de la hormona en este tipo celular. Estudios in vitro indican que AngII es 
capaz de activar la CN en cardiomiocitos en cultivo, provocando la translocación al núcleo de 
NFAT y una respuesta hipertrófica de los mismos, mientras que el uso de inhibidores de CN 
como CsA, Cain o RCAN1 revierten esta situación (Abbasi et al., 2005, Pedram et al., 2005, 
Rinne et al., 2010, Lunde et al., 2011, Molkentin et al., 1998, Murat et al., 2000, Taigen et al., 
2000).  También existen estudios in vivo en los que se observa un efecto inhibidor de la 
deleción total de NFATc2/c3 (Wilkins et al., 2002, Bourajjaj et al., 2008)o de CnAβ (Bueno et 
al., 2002b) sobre el aumento del tamaño del corazón inducido por la infusión de AngII, o bien 
que muestran que CsA inhibe la hipertrofia cardiaca en animales transgénicos para 
angiotensinógeno (Mervaala et al., 2000) o con reducida perfusión renal (Murat et al., 2000). 
Sin embargo, solo existe un estudio en el que se describe que CsA inhibe el incremento del 
tamaño cardiaco inducido por la infusión de AngII (Goldspink et al., 2001). Todo esto sugiere la 
existencia de un acoplamiento entre la señalización por AngII y la ruta CN/NFAT en el 
miocardio. 
La relación causa-efecto entre hipertensión e hipertrofia cardiaca ha sido casi 
dogmática desde hace años ya que en situaciones de alta presión arterial el corazón tiene que 
desarrollar un  trabajo contráctil mayor para mantener el mismo volumen de eyección 
(Reudelhuber et al., 2007). Sin embargo, nuevos estudios apoyan la idea de que en situaciones 
patológicas AngII, aparte de ser un factor clave en el desarrollo de la hipertensión, 
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desencadena en el corazón una parte de la respuesta hipertrófica que es independiente de su 
efecto hipertensivo (Kurdi and Booz, 2011). Así, se ha descrito que ratones knock-out para 
SGK1 (Yang et al., 2012), tratados con estatinas (Yagi et al., 2008),  CsA (Di Marco et al., 2011) o 
sometidos a restricción calórica (Finckenberg et al., 2012) presentan una respuesta 
hipertrófica reducida pese a que estos animales mantienen una elevada presión arterial. 
Además,  existe una producción local de AngII en el corazón con efecto paracrino (Paul et al., 
2006, Serneri et al., 2001) y de hecho, en ratones transgénicos que sobreexpresan 
angiotensinógeno en los cardiomiocitos, y que por tanto tienen una producción local cardiaca 
de AngII, se produce un aumento del tamaño del corazón mientras que la presión arterial  no 
aumenta (Mazzolai et al., 1998). Finalmente, en otro estudio, ratones con producción local 
cardiaca de AngII se trataron con acetato de deoxycorticosterona y sal, para producir 
hipertensión con una baja activación del sistema renina-angiotensina sistémico. En estos 
ratones con producción local de AngII, a pesar de presentar hipertensión arterial de forma 
similar a los controles, se desarrolla una hipertrofia cardiaca más exacerbada  (Xu et al., 2010).  
Dado que el Ca2+ es un importante segundo mensajero de la señalización celular, 
provocando la activación de factores de transcripción, podría existir una expresión génica 
inducida por el aumento intracelular de Ca2+ tras la unión de AngII a los receptores AT1 y AT2 
de la membrana celular del cardiomiocito. Algunos de los genes cuya expresión se ha visto 
alterada por AngII en el corazón son el péptido natriurético atrial (ANF), la proteína 
natriurética cerebral (BNP), los colágenos 1 y 3  (Kim and Iwao, 2000) y diversas 
metaloproteinasas de matriz (Brilla et al., 1995, Wang et al., 2009, Saygili et al., 2009). Una 
citoquina cuya expresión ha sido ampliamente relacionada con la AngII es el TGFβ, supuesto 
mediador de la fibrosis cardiaca producida por AngII (Lim and Zhu, 2006). Sin embargo, no se 
conoce en detalle si la expresión de estos genes en el corazón es directamente controlada por 
la activación de la ruta CN/NFAT, ni cuál es el perfil de expresión temprana mediado por ella, 
ya que aunque algunos trabajos han analizado el patrón de expresión génica en los diferentes 
modelos de la hipertrofia cardiaca, lo han hecho en una fase tardía de la enfermedad o no han 
analizado su dependencia de la ruta (Frank et al., 2008, Clerk et al., 2007, Larkin et al., 2004, 













A pesar del conocimiento previo existente sobre la implicación de la ruta CN/NFAT 
como mediador de la hipertrofia cardiaca, aún se desconoce la contribución real de CN en el 
proceso patológico en adultos, su papel en fibrosis, su importancia en un modelo con 
hipertensión asociada o la relevancia de la ruta durante las fases tempranas de esta patología.  
Nuestros objetivos durante este proyecto de tesis han sido: 
1. Elucidar el papel de la CN en el curso del desarrollo de la hipertrofia cardiaca inducida 
por AngII. 
2. Caracterizar las fases tempranas de la enfermedad y determinar la contribución de CN 
en dichas fases.  
3. Desarrollar vectores virales como herramientas terapéuticas  de la hipertrofia cardiaca 


















En los experimentos in vivo, se usaron ratones de dos genotipos distintos: 
1. Ratones silvestres: Ratones de cepa c57Bl6/j, adquiridos según necesidad 
directamente al criador, el Área de Medicina Comparada del CNIC. 
2. Ratones transgénicos Myh6-CreEsr1 x Cnb1∆/flox: Ratones de cepa mixta, generados 
tras cruzar ratones Myh6-CreEsr1 y Cnb1∆/flox. Estos últimos fueron obtenidos del laboratorio 
de Gerald Crabtree (Neilson et al., 2004), y presentan el gen de la Cnb1 con deleción en un 
alelo (∆) y el otro flanqueado por secuencias loxP (flox), siendo susceptible recombinación por 
la recombinasa Cre. Los ratones Myh6-CreEsr1 se adquirieron en Jackson Laboratories, y 
expresan la proteína Cre fusionada al receptor mutado de estrógenos ERT2 (Esr1) bajo el 
promotor cardio-específico de la cadena pesada de la alfa miosina (Myh6).  
Estos ratones, por lo tanto, expresan específicamente en las células de músculo 
cardiaco la proteína recombinasa Cre, que al estar fusionada al receptor Esr1 se localizará en el 
citoplasma y, por tanto, estará inactiva. Si administramos un análogo de estrógenos como el 
tamoxifeno, este atravesará la membrana celular y se unirá a su receptor, provocando su 
translocación al núcleo. Así, la Cre puede ejercer su función recombinando secuencias 
flanqueadas por loxP, induciendo la deleción del alelo de la Cnb1. Este sistema nos asegura 
una deleción inducible y cardio-específica del gen Cnb1, necesaria para el estudio de nuestros 
objetivos. 
Para genotipar los ratones de esta línea se usaron los siguientes cebadores en ensayos 
de PCR: 
- Para el gen CreEsr1: 
5’- AACCTGGATAGTGAAACAGGGGC -3’ 
5’- TCCATGGAGCGCCAGACGAGACC -3’ 






Los animales utilizados han sido criados y mantenidos en las instalaciones del CNIC en 
ambiente libre de patógenos (SPF), con control de temperatura, humedad y ciclos de 
luz/oscuridad según lo regulado por la normativa europea para cuidados animales (EU 
Directive 2010/63EU y Recommendation 2007/526/EC). 
Modelo in vivo de hipertrofia cardiaca 
Se usaron machos de ambos genotipos entre 8-11 semanas en el momento de 
empezar el experimento. A los ratones de genotipo silvestre se les implantaron mini-bombas 
osmóticas con CsA y/o AngII, según el ensayo. Los ratones de genotipo Myh6-CreEsr1 x 
Cnb1∆/flox fueron inyectados i.p. con 1 mg/día de 4-hidroxi-tamoxifeno (Tx, Sigma-Aldrich) 
vehiculado en aceite de maíz (Sigma-Aldrich) durante 5 días consecutivos, o con el vehículo 
solo en el caso de los animales control. Diez días después del fin de la administración, se les 
implantaron las mini-bombas osmóticas con el tratamiento correspondiente, CsA y/o AngII 
(Fig. 10). 
 
Figura 10: Modelo experimental de hipertrofia por infusión de AngII. En el panel superior, 
modelo seguido en los ratones de genotipo silvestre. En el inferior, modelo seguido en los 
ratones de genotipo Myh6-CreEsr1 x Cnb1∆/flox.  
  Dependiendo del ensayo se usaron mini-bombas de infusión para 7 días (mod. 2001, 
1 µl/h, Alzet) o para 28 días (mod. 2004, 0,2 5µl/h, Alzet), que se rellenaron con los diferentes 
soluciones siguiendo las instrucciones del fabricante de tal forma que la infusión de AngII 
(Sigma-Aldrich) fue 1 µg/Kg/min mientras que en el caso de la CsA (Sadimmun, Novartis) fue    
5 mg/Kg/día. La implantación de las mini-bombas se hizo de forma idéntica en ambos 
genotipos de animales. Los animales fueron anestesiados con anestesia inhalatoria (inducción 
al 3-5%, mantenimiento al 1-2% de sevofluorano) y, cuando estuvieron completamente 
sedados, se les practicó una incisión en la zona de la escápula. A continuación, se separó la piel 
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del músculo con suavidad para crear un espacio e introducir la mini-bomba, que queda 
implantada subcutáneamente. Por último, se suturó al animal usando sutura 4.0 o grapas para 
piel (Fine Science Tools), y una vez el animal se recuperó de la anestesia se le devolvió a su 
jaula. En experimentos preliminares de puesta a punto del protocolo se comprobó que 
animales con mini-bomba conteniendo suero salino (vehículo de AngII) y animales operados 
pero sin implantarles mini-bomba con suero salino se presentaban un comportamiento similar. 
Por tanto, en la mayoría de los experimentos los ratones del grupo control sufrieron la 
intervención quirúrgica descrita anteriormente aunque no se les implantó mini-bomba. 
Una vez finalizado el tratamiento (a 1, 3 o 21 días post-implantación de mini-bomba 
con AngII), se procedió a la eutanasia de los animales, que se realizó por inhalación de CO2 en 
una cámara cerrada. Los animales se pesaron sin mini-bomba, y se realizó la necropsia, 
extrayendo corazón, hígado, riñones, aorta y timo. Una parte de los órganos se congeló 
rápidamente en N2 líquido para la extracción de proteína o ARNm y otra se guardó en 
formalina  al 10% para su procesamiento en parafina. En el caso del corazón, las aurículas se 
descartaron y los ventrículos se pesaron. Después el ventrículo se secciono transversalmente 
en tres partes, que se utilizaron para la obtención de proteína (zona apical), cortes histológicos 
(zona media) y ARNm (zona basal).  
Terapia génica con virus 
Para los experimentos de terapia génica mediante la administración de virus se usaron 
machos c57Bl6/j de fenotipo silvestre de 8 semanas de edad. Los virus fueron descongelados y 
mantenidos en hielo, mientras a los ratones se les mantuvo a 37ºC durante 10 minutos para 
permitir la vasodilatación por calor. Después los animales se inmovilizaron en una trampilla de 
metacrilato con la cola al descubierto, se localizó la vena caudal y se inyectó intravenosamente  
con una aguja de 25G la solución viral lentamente y de forma continua, siendo el máximo 
volumen inyectado de 250µl. Los animales permanecieron en estabulación durante 4 semanas 
post-inoculación para permitir la expresión del transgén, y dependiendo del ensayo, 
transcurrido este tiempo, se implantaron mini-bombas osmóticas con AngII para analizar los 
efectos del transgén.  
En algunos experimentos se realizó la inyección intravenosa de los virus por vía 
intrayugular.  Brevemente, se anestesiaron los ratones con una mezcla de ketamina y xilacina 
en suero salino (0,15 mg y 2 mg por gramo de peso del animal, respectivamente). Después se 
colocó al ratón en decúbito supino, inmovilizando las extremidades, y se le practicó una 
44 
 
incisión en la zona de la clavícula. A través de este corte, se introdujeron pinzas para retirar los 
tejidos hasta llegar a la yugular. Manteniendo los tejidos separados, se inyectaron los virus 
(máximo 200µl) en el interior de la vena usando una jeringuilla para administración de insulina 
(aguja de 30G). Inmediatamente tras retirar la aguja, se presionó la zona con un bastoncillo 
para evitar la pérdida de sangre, y se cerró la incisión con pegamento para cirugía (3M). Tras su 
recuperación, el animal se devolvió a su jaula, y se esperaron 4 semanas para comprobar la 
expresión del transgén. 
Medida de presión arterial y ecocardiografía 
Durante el tratamiento hipertrófico, se realizaron dos procedimientos no invasivos 
para seguir la evolución temporal de la enfermedad: 
-Medición de la presión arterial: El animal se ubicó en una de las trampillas del 
sistema de medición (BP-2000, Visitech Systems) a 39ºC colocándole un manguito de presión 
en la cola. El sistema realiza 10 mediciones de prueba y 10 mediciones reales, que son 
monitorizadas y grabadas, obteniéndose los datos de presión arterial sistólica, diastólica y 
pulso por animal. Las mediciones se realizaron antes de la implantación de las mini-bombas 
(que denominamos día 0), y a día 1, 3, 7, 14 y 20 post-implantación de la mini-bomba de AngII.  
-Ecocardiografía: El animal se anestesió con anestesia inhalatoria (1-2% isofluorano) y 
se le coloca en decúbito supino en un placa a 37ºC donde se fijan sus extremidades a unos 
electrodos para monitorizar su pulso y su electrocardiograma. Usando una sonda MS-400 de 
30MHz (VEVO2100, Visualsonics), se toman imágenes de ultrasonido de alta frecuencia en 
modo M y modo 2D de los ejes longitudinal y transversal del ventrículo izquierdo (Fig. 10). Tras 
la toma de imágenes, se deja al animal en su caja para su recuperación. Este procedimiento se 
realizó antes de la implantación de las mini-bombas (que denominamos día 0), y a día 1, 3 y 21 
post-implantación de la mini-bomba de AngII. 
  
Figura 11: Imágenes obtenidas 
por ecocardiografía del eje 
longitudinal y transversal del 
corazón, en modo 2D (panel 
superior) y M  (inferior). 
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GENERACIÓN Y PRODUCCIÓN DE VECTORES VIRALES 
A lo largo de este proyecto se usaron dos tipos de vectores virales. Para los primeros 
trabajos, se usaron vectores lentiviral (LV); después se optó por el uso de vectores adeno-
asociados de serotipo 9 (AAV9), con afinidad por las células de músculo cardiaco.  
Vectores lentivirales 
Para generar un vector lentiviral de expresión cardio-especifica, primero se sustituyó el 
promotor viral SFFV (spleen focus-forming virus) del vector lentiviral pHRSIN-CSGW-dlNotI 
(cedido por Mary K. Collins, University College London, Reino Unido) por un fragmento de 700 
pb del promotor de la cadena pesada de la miosina alfa (αMHC), promotor que se expresa en 
células cardíacas específicamente. Una vez obtenido el nuevo esqueleto lentiviral cardio-
especifico, se clonó la secuencia inhibidora de CN, LxVP, y su versión mutada, mutLxVP, 
obteniendo las siguientes construcciones lentivirales: 
1. MHC-GFP: expresando como transgén la proteína verde fluorescente, para comprobar 
la expresión del vector. 
2. MHC-LxVP: expresando la proteína verde fluorescente fusionada al péptido inhibidor 
de CN LxVP, para ensayar la inhibición de la ruta CN/NFAT. 
3. MHC-Mut: expresando la proteína verde fluorescente fusionada con una secuencia 
mutada de LxVP, que se usa como control en los ensayos de inhibición de la ruta. 
 
Figura 12: Mapas de los vectores lentivirales generados. 1: MHC-GFP; 2: MHC-LxVP; 3: MHC-Mut. 
Como control, se usaron los mismos vectores con el promotor viral SFFV, para 
comparar los niveles de expresión dirigidos por los dos promotores. 
La producción de los LV se realizó mediante el método de transfección con fosfato 
cálcico en células Hek293T, en el que se mezcló el plásmido del LV con el plásmidos para la 
envuelta del lentivirus (PMD2.G) y el plásmido auxiliar 8.9. Dos y tres días después de la 
transfección, se realizaron sendas recogidas del sobrenadante celular, que se 
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ultracentrifugaron a 26000 rpm durante 2 horas.  El pellet resultante se resuspendió en 200µl 
de PBS frío y se congeló a -80ºC para su preservación.  
La titulación del virus se realizó mediante infección de volúmenes seriados de solución 
viral  en células T Jurkat, que se mantuvo durante 5 horas. Tras una incubación de 24horas, las 
células se analizaron en el citómetro para comprobar el número de células infectadas. En el 
caso de virus de promotor cardio-específico se usaron células H9c2 para la titulación, ya que 
no se expresan en células no cardiacas. Se usó la siguiente fórmula para determinar el título 
del virus a partir del porcentaje de células infectadas: 
% de células infectadas x número de células totales
100
 𝑥 factor de dilución del virus  
Vectores adeno-asociados 9 
Los AAV9 fueron cedidos por Roger J. Hajjar, y en ellos se clonaron las secuencias GFP-
LxVP y GFP-mutLxVP, mencionadas en el apartado anterior. 
Se han utilizado dos tipos de AAV9:  
1. pdsAAV-GFP, -LxVP y -Mut: a partir de ahora, dsAAV-GFP/dsAAV-LxVP/dsAAV-Mut. Estos 
vectores incorporan ADN de cadena doble desde su producción, por lo que no necesitan 
replicarse antes de comenzar la transcripción, siendo por lo tanto más rápidos en 
transducir las células. En cambio, tienen una limitación de tamaño del transgén mucho 
mayor. La expresión del transgén es dirigida por el promotor del citomegalovirus (CMV). 
2. pTrek1-GFP, -LxVP y -Mut: a partir de ahora, ssAAV-GFP/ssAAV-LxVP/ssAAV-Mut. Son 
vectores AAV9 de cadena simple, que necesitan, tras su entrada en la célula, replicarse 
para generar la segunda copia de su secuencia y tener un ADN de doble cadena apto para 
la expresión del transgén. La expresión del transgén es dirigida por el promotor de la 






Figura 13: Mapas de los vectores adenoasociados generados. 1: Vectores de doble cadena dsAAV-
GFP, dsAAV-LxVP y dsAAV-Mut, de arriba abajo. 2: Vectores de cadena simple ssAAV-GFP, ssAAV-
LxVP y ssAAV-Mut, de arriba abajo. 
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Para su producción se usó el método de transfección con PEI (polietinilimina) en 
células Hek293T. Brevemente, se transfectaron las células con el plásmido del vector junto con 
un plásmido (PDG9) que contiene los genes para la envuelta del AAV9 y los genes del 
adenovirus necesarios para la producción del adeno-asociado. Después de 3 días de 
incubación, se recogieron las células, de las que se obtuvo un lisado celular por 
congelación/descongelación, y el sobrenadante, del que se precipitaron los virus existentes en 
el medio con sulfato de amonio. Los virus de ambas preparaciones se purificaron por 
ultracentrifugación en un gradiente de densidad de iodixanol (Optiprep, Sigma) a 69000 rpm 
durante una hora. Después, se extrajo por punción la banda en la que se encuentran los virus 
(entre el 40 y 50% de concentración de iodixanol). Este extracto contenía los virus purificados 
en un medio de alta densidad, por lo que se optó por su diálisis en concentradores (Vivaspin 
20, 100kDa) para diluirlos en suero lactato de Ringer, y después se congelaron a -80ºC para su 
preservación. 
La titulación de los AAV9 se realizó por qPCR de la preparación final de virus usando 
como cebadores unas secuencias específicas para la cola de poliadenilación del SV40, 
secuencia que llevan ambos AAV9 tras el transgén, y usando una curva patrón realizada con 
diluciones seriadas de un virus de título conocido. El título del virus, expresado en número de 
genomas virales presentes en la solución final (vg: viral genomes), se calcula a partir de la 
ecuación de la recta obtenida tras la representación de las Cq de los puntos de la curva patrón 
frente al logaritmo natural de la cantidad de ADN presente en cada punto de la misma. 
EXPERIMENTOS IN VITRO 
Cultivos celulares 
Dada la naturaleza de los AAV9, que infectan de forma específica los cardiomiocitos y 
que necesitan largo tiempo para expresarse en las células (entre 2 y 3 semanas), y la dificultad 
de mantener dichas células en cultivo tanto tiempo, sólo se realizaron ensayos de infección in 
vitro con los LV. Los ensayos in vitro de los AAV9 se realizaron transfectando el plásmido en las 
células, no usando las partículas virales. 
Para comprobar la eficiencia de transducción de las distintas construcciones LV y la 
capacidad inhibidora del transgen LxVP expresado en ambos tipos virales se infectaron o 
transfectaron con dichos vectores distintos tipos celulares:  
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- HEK293T (Human Embryonic Kidney 293T): línea celular de origen renal que se 
mantuvo en cultivo con medio DMEM (Sigma) suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS) 
(Sigma) y 100U/ml de penicilina-estreptomicina y glutamina. 
- H9c2: línea celular inmortalizada a partir de mioblastos de rata, por lo tanto de origen 
cardiaco. Se mantuvieron igual que las anteriores. 
- MLEC (Mouse Lung Endothelial Cells): línea celular inmortalizada de origen endotelial. 
Se mantuvieron igual que las anteriores. 
- Células T Jurkat: línea celular de origen linfocitario. Se mantuvieron en RPMI con 
antibióticos y 10% FBS. 
- CMLV (Células de Músculo Liso Vascular): cultivo primario de células de la capa media 
de la aorta. Se obtuvieron extrayendo a partir de aortas de ratón de fenotipo silvestre, que se 
limpiaron con ayuda de fórceps, eliminando la grasa y la adventicia que las cubre. Después, las 
aortas se cortaron en secciones y se incubaron a 37ºC 30 minutos en una placa con 2 ml de 
medio DMEM con antibióticos y glutamina pero sin suero, añadiendo 0,04% de colagenasa tipo 
II (Sigma-Aldrich). La digestión se paró con DMEM con antibióticos y 20% FBS sin 
descomplementar (Euroclone), y se centrifugaron a 900rpm durante 4 minutos. El pellet 
resultante, compuesto por explantes de la aorta, se disgregó despacio y se resuspendió en 
DMEM con antibióticos y 20% FBS sin descomplementar, y se sembró en una placa, que se 
mantuvo en el incubador durante 5 días, cambiando el medio usado por fresco cada 2 días. Al 
sexto día, las células habían salido de los explantes, y se sembraron normalmente en DMEM 
con antibióticos y glutamina y 20% suero, manteniéndose hasta pase 14 o 15. 
- Cardiomiocitos de ratón adulto: cultivo primario de células de músculo cardiaco. 
Ratones macho c57Bl6/j de fenotipo silvestre de 8 semanas de edad fueron sacrificados 
mediante dislocación cervical. Se abrió el pecho del animal hasta descubrir el corazón y se 
extrajo con cuidado. Con ayuda de una lupa, se canuló la aorta con una cánula de 25G, y se 
ataron con una sutura de 4/0 para mantenerlas juntas. Después se colocó el corazón en un 
sistema de perfusión compuesto por un circuito con una bomba de perfusión y un serpentín 
refrigerante conectado a un baño de agua a 37ºC. Inmediatamente, se empezó a bombear a 
través del circuito con buffer de perfusión con el flujo a 3 ml/min durante 4 min. Después, se 
vació el circuito y se llenó con el buffer de digestión con colagenasa durante 10 min, hasta que 
el corazón tuvo un color pálido, señal de que se ha degradado el tejido conectivo. Se sacó la 
cánula y separaron las aurículas y la aorta, colocando los ventrículos en una placa de 60 con 
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2,5 ml del buffer de digestión. Las fibras se separaron poco a poco con las pinzas, y con una 
pipeta Pasteur de plástico se pipeteó despacio unas cuantas veces hasta que el tejido se 
desintegró lo más posible. La suspensión celular se transfirió a un tubo de 15 ml, y se añadió 
2,5 ml de buffer sin colagenasa ni calcio para parar la digestión, y se siguió disociando el tejido 
por pipeteo durante un máximo de 5 min. Se centrifugó 1 minuto a 180 xg, y se resuspendió el 
nuevo pellet en 5 ml de buffer sin calcio. Después, se transfirió a una placa de p60, donde se 
procedió a reintroducir el calcio en las células cardiacas por adición de cantidades crecientes 
de CaCl2. Después se transfirió la mezcla a un tubo nuevo y se  centrifugó 1 min a 180 xg, tras 
lo cual se resuspendió el pellet con 5 ml de medio de plaqueo, que contiene 10% de FBS, a 
37ºC. Se tomó una pequeña muestra para contar los miocitos vivos (con forma de bastón) que 
teníamos en la muestra usando una cámara de Neubauer, siendo la cantidad óptima entre 
500.000 y 800.000 células y un 80% de supervivencia al proceso. Se ajustó la concentración de 
células a 25.000 células/ml en medio de plaqueo y se añadieron a una placa tratada 
previamente durante 4 horas con laminina (0.87 mg/ml, Sigma-Aldrich). Después de 2 horas, 
se retiró el medio de plaqueo por aspiración y se añadió medio de cultivo, que contiene BSA en 
lugar de suero fetal bovino. En estas condiciones de aislamiento, las células se mantuvieron en 
cultivo un máximo de 3 días, tras lo cual entran en apoptosis espontáneamente. Los medios 
usados se prepararon según lo dispuesto en el protocolo de AfCS número PP00000125, 
disponible en Internet. 
Ensayos de expresión de la proteína GFP 
Se plaquearon 20.000 células H9c2, VSMC y MLEC en pocillos de 35mm y se infectaron 
con LV αMHC-eGFP y SFFV-eGFP a una MOI=48 (MOI: multiplicidad de infección, es decir, 
número de partículas virales por célula). Tras 12 horas, se cambió el medio para parar la 
infección y se dejaron las células en el incubador a 37ºC y 5% CO2 durante 5 días. Después de 
este tiempo, se adquirieron fotos de cada cultivo celular en un microscopio de fluorescencia a 
20x (Nikon) y se analizaron las células por citometría de flujo (FACS-Diva, Becton Dickinson) 
para determinar la expresión de GFP en los tres tipos celulares. 
Ensayos in vitro de inhibición de la ruta CN/NFAT: western blotting y ensayos 
reporteros de luciferasa. 
Para los LV, se infectaron células H9c2 (MOI=48) con los LV MHC-GFP, -LxVP o -Mut y 
SFFV-GFP, durante 12 horas. Tras 5 días de incubación a 37ºC y 5% CO2, se les retiró el medio y 
se les añadió medio fresco sin FBS. Tras 24 horas de incubación sin suero, las células se 
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estimularon con 1 µM de ionóforo de calcio (Io) (A23187, Calbiochem) y 0,3 mM Ca2Cl durante 
30 minutos, y con o sin CsA (200 ng/ml). Después, se retiró el medio y las células se lisaron con 
buffer de lisis total (20 mM Tris-HCl pH7,5, 1% Tritón X-100, 50 mM fluoruro sódico, 5 mM 
cloruro magnésico, 500 mM NaCl y 10 mM EDTA, con inhibidores de proteasas benzamidina 
100µM, 1 µg/ml leupeptina, 1 µg/ml pepstatina, 1 µg/ml aprotinina y 1 µM ditiotreitol, 1 mM 
PSMF y 3 mM EGTA) durante 30 min en agitación a 4ºC para extraer las proteínas. A 
continuación, los extractos se centrifugaron durante 15 min a 16.000 xg y a 4ºC, y recogimos el 
sobrenadante que contiene las proteínas solubles. La concentración de proteína se determinó 
mediante un ensayo colorimétrico Bradford (BioRad) por interpolación a partir de una curva de 
concentraciones conocidas de albumina de suero bovino. Para detectar el estado de 
fosforilación de proteínas NFAT por western blotting, 30 µg de extracto proteico se mezclaron 
con tampón de carga Laemmli 5x en condiciones reductoras y se desnaturalizaron durante 5 
min a 99ºC. Se hicieron geles de poliacrilamida para SDS-PAGE al 6% de concentración, y se 
cargaron en los pocillos. Se aplicó un campo eléctrico de 120V al gel hasta que el frente de 
carga llegó al final del gel. Después, se extrajo el gel y se puso en contacto con una membrana 
de nitrocelulosa, y se aplicó una corriente de 350mA durante 35 minutos para la transferencia 
de las proteínas separadas a la membrana. A continuación, la membrana se bloqueó con PBS 
con 5% de leche en polvo durante una hora a temperatura ambiente, y a continuación se 
incubó con el anticuerpo anti-NFATc4 (Santa Cruz Biotechnologies, 1:1000) durante toda la 
noche a 4ºC. Al día siguiente, y tras lavar la membrana 3 veces con TBS-T, se incuba la 
membrana con un anti-suero de conejo conjugado con peroxidasa HPR a una concentración de 
1:5000 en TBS-T durante una hora a temperatura ambiente. Se vuelve a lavar la membrana con 
TBS-T y se revelan usando el kit de ECL (Enhanced Chemoluminiscence) de Ammersham. 
Para los AAV9, células HEK293T se transfectaron con el plásmido dsAAV-LxVP o -Mut o 
-GFP junto con un plásmido de expresión para NFATc2 (pEFBOSHA-NFATc2), usando el método 
de fosfato cálcico. Después de 48 horas, se incubaron durante 24h con medio fresco sin FBS y 
tras este tiempo las células se estimularon y se lisaron siguiendo el mismo protocolo explicado 
en el párrafo anterior. Las muestras se analizaron por western blotting siguiendo el protocolo 
descrito arriba y las membranas se hibridaron con el antisuero de conejo anti-NFATc2 672 (no 
comercial) para detectar el estado de fosforilación de la proteína transfectada NFATc2, y con el 
antisuero de conejo anti-GFP (no comercial) para comprobar la transfección por el plásmido. 
La actividad transcripcional mediada por NFAT se ensayó en células HEK293T 
transfectadas con el plásmido dsAAV-LxVP o -Mut o -GFP junto con un plásmido reportero de 
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luciferasa cuya expresión está dirigida por el promotor de la interleucina 2 (IL2-Luc), que 
contiene sitios de reconocimiento para NFAT. Después de 48 horas, las células se incubaron 
durante 24h con medio fresco sin FBS, y transcurrido este tiempo las células se estimularon 
con 10 ng/ml de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma) en combinación con 1 µM Io y 
0,3 mM Ca2Cl durante 5 horas. Después, las células se lisaron  con buffer de lisis y se añadió 
100µl de luciferina por muestra (kit para ensayos luciferasa, Promega), midiendo las unidades 
relativas de luminiscencia (RLU) en un luminómetro (Berthold). 
EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS TISULARES Y WESTERN BLOTTING 
Extracción de proteína total de tejidos 
Las muestras de tejido de ratón obtenidas y congeladas a -80ºC se pulverizaron con un 
mortero de metal. El polvo resultante se resuspendió en 500 µl del buffer de lisis total 
detallado en el apartado anterior y se disgregó usando el equipo MagnaLyser (Roche) a 6.500 
rpm durante 60 segundos. A continuación, las muestras se incubaron durante 1 h en agitación 
a 4ºC, y después se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 min a 4ºC. El sobrenadante, que 
contiene el extracto proteico hidrosoluble, se recogió y guardó a -80ºC.  
Western blotting  
Se cuantificó la concentración de proteína de las muestras usando el método de 
Bradford en un espectrofotómetro, usando concentraciones conocidas de BSA como curva 
patrón. Se hicieron geles de poliacrilamida para SDS-PAGE de concentraciones diferentes 
dependiendo del tamaño esperado de la proteína a analizar, y 50 µg de los extractos se 
cargaron en los pocillos en condiciones reductoras.  
Los anticuerpos utilizados son: anti-RCAN1 (Sigma-Aldrich, 1:1000), anti-Cox2 (Cayman, 
1:1000), anti-CnB (Upstate, 1:2000), anti-CnA (Chemicon, 1:1000), anti-tubulina (Sigma-Aldrich, 
1:40000), anti-PSF (Sigma-Aldrich, 1:1000), anti-actinina sarcomérica (Sigma-Aldrich, 1:1000) y 
anti-suero de conejo anti-GFP (no comercial, cedido por José Ignacio Rodríguez Crespo, 
Universidad Complutense de Madrid, 1:1000). 
EXTRACCIÓN DE RNA Y PCR CUANTITATIVA 
Las muestras de tejido para obtención de RNA se disgregaron en 1ml de Trizol (Tripure, 
Roche) usando el equipo MagnaLyser (Roche) a 6.500 rpm durante 60 segundos. Después, se 
52 
 
mezclaron por agitación con 200µl de cloroformo y se centrifugaron a 12.000 xg durante 15 
min a 4ºC, formándose dos capas, una superior acuosa y transparente, que se extrajo por 
pipeteo, y una inferior hidrofóbica y coloreada que se desechó. Añadimos 500µl de 
isopropanol a la capa acuosa, mezclamos por inversión y dejamos precipitar los ácidos 
nucleicos durante la noche a -20ºC. Al día siguiente, centrifugamos a 12.000 xg durante 15 
min, obteniendo un precipitado de ácidos nucleicos que se lavó con 500 µl de etanol 70% frío, 
y se centrifugó a 7.500 xg durante 5 min. El precipitado resultante se resuspendió en 20 µl de 
agua desionizada y libre de nucleasas. Después la concentración de ARN se cuantifico usando 
el equipo NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). 
El ARN obtenido se transformó en ADN complementario (ADNc) mediante la reacción 
catalizada por la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus, 
Invitrogen) durante 50 min a 37ºC. Los niveles de los diferentes transcritos se analizaron por 
PCR cuantitativa usando el sistema de cuantificación de expresión génica SYBR Green 
(Promega) o Taqman (Applied Biosystems), dependiendo de los genes a analizar, y en cada 
reacción se utilizaron 50 ng de ADNc junto con las secuencias cebadoras específicas (SYBER 
Green) o sonda especifica (Taqman). Las sondas usadas fueron las, siguientes: 
Tabla 2: Relación de secuencias usadas con el sistema Sybr Green 
Secuencias específicas usadas 
Gen Dirección de la sonda Secuencia 
GFP forward CCTGAGCAAAGACCCCAAC 
 reverse CTTGTACAGCTCGTCCATGC 
M36b4 forward GCGACCTGGAAGTCCAACTA 
 reverse ATCTGCTGCATCTGCTTGG 
Col1a1 forward GCTCCTCTTAGGGGCCACT 
 reverse CCACGTCTCACCATTGGGG 
Col3a1 forward CTGTAACATGGAAACTGGGGAAA 
 reverse CCATAGCTGAACTGAAAACCACC 
GAPDH forward TGCACCACCAACTGCTTAGC  
 reverse GGCATGGACTGTGGTCATGAG  
CTGF forward GTGCCAGAACGCACACTG 
 reverse CCCCGGTTACACTCCAAA 
TGFβ1 forward CGCCATCTATGAGAAAACC 




Tabla 3: Relación de sondas Taqman usadas 
Sondas Taqman 






PROCEDIMIENTOS HISTOLÓGICOS  
Tras su extracción, los tejidos de ratón se dejaron en formalina 10% durante la noche a 
4ºC. Al día siguiente se lavaron con PBS y se dispusieron en casetes de histología sumergidos 
en etanol 70%. Tras su paso por el procesador, en el que el tejido se deshidrató por inmersión 
en alcoholes de graduación creciente y se embebió en parafina, los tejidos se incluyeron en 
bloques de parafina. Los cortes de los tejidos (5 µm de espesor) se realizaron con un 
micrótomo manual (Leica) sobre portaobjetos cubiertos con polilisina, y luego se usaron para 
distintos análisis. 
Detección de fibrosis mediante tinción con Picrosirius Red (PSR) 
Después de desparafinar los cortes de tejido en xilol e hidratarlos en alcoholes de 
graduación decreciente hasta terminar en agua, los cortes fueron incubados durante una hora 
a temperatura ambiente con la solución de Picrosirius Red (0,5 g de Direct Red 80 en 500ml de 
ácido pícrico (Sigma-Aldrich). A continuación, las muestras se lavaron 4 veces con 0,5% de 
ácido acético en agua hasta que dejaron de desteñir. Por último, los cortes se lavaron 3 veces 
en etanol absoluto y se incubaron 10 min en xilol, para finalmente montar los cubreobjetos 
con medio de montaje DPX (Panreac). Finalmente, las secciones teñidas se escanearon 
mediante un escáner de alta resolución para muestras de histología (Nanozoomer, 
Hamamatsu), obteniendo imágenes completas de la sección cardiaca. La tinción de Picrosirius 
Red detecta fibras de colágeno que se tiñen de color rojo. La cuantificación del porcentaje de 
área total teñida en rojo (área de fibrosis) se realizó con el software de análisis de imagen 
ImageJ. 
Análisis del área celular mediante tinción con lectina fluoresceinada 
Las muestras se desparafinaron e hidrataron, y posteriormente se trataron durante 3 
min con buffer citrato (10 mM citrato de sodio, 0,05% Tween-20, pH 6) en un autoclave 
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(125ºC). Tras enfriar las muestras en hielo, las secciones se lavaron con PBS y se incubaron con 
100 µg/ml de lectina de Triticum vulgaris conjugada con FITC (Sigma-Aldrich) en PBS durante la 
noche a 4ºC y en oscuridad. Esta lectina se une a los carbohidratos de la superficie celular 
delimitando el área de los cardiomiocitos en las secciones transversales del corazón. Al día 
siguiente, las muestras se lavaron 5 veces con PBS y una última vez en agua, y se montaron los 
cubreobjetos con Mowiol-Dabco (Calbiochem). Tras dejar secar en oscuridad durante la noche, 
se tomaron fotografías en el microscopio de fluorescencia, usando el objetivo de 10x (Nikon). 
Las imágenes capturadas (4 imágenes/corazón) sirvieron para cuantificar el área de los 
cardiomiocitos usando el software de análisis de imagen ImageJ. 
Detección de proteína GFP mediante inmunohistoquímica 
Para analizar la expresión de GFP en secciones de corazón mediante  
inmunohistoquímica, tras desparafinar las muestras, el antígeno se desenmascaró durante 3 
min con buffer citrato a 125ºC. La actividad peroxidasa endógena se bloqueó con H2O2 durante 
5 min y los antígenos no específicos se bloquearon usando PBS suplementado con 1% FBS 
durante 20 min. A continuación, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario anti-GFP 
(Acris Antibodies R1091P, 1:500) durante la noche a 4ºC. Al día siguiente, las secciones se 
incubaron con un anticuerpo secundario anti-IgG de cabra generado en conejo (Dako), y 
seguidamente para amplificar la señal, con un anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con 
peroxidasa HRP (Dako). La actividad enzimática peroxidasa se revelo incubando las muestras 
con el sustrato diaminobenzidina (DAB) y se contratiñeron los núcleos con hematoxilina. 
Finalmente, las secciones teñidas se escanearon usando un escáner de alta resolución para 
muestras de histología. 
En el caso de secciones de aorta, tras desparafinar las muestras, se procedió a 
bloquear la peroxidasa endógena con H2O2 durante 10 min y los antígenos no específicos se 
bloquearon usando PBS suplementado con 1% de BSA y 5% suero de caballo durante 30 min. A 
continuación, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario anti-GFP (Invitrogen 
A11122, 1:100) durante la noche a 4ºC. Al día siguiente, las secciones se incubaron con un 
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo biotinilado generado en cabra (Jackson), y 
seguidamente con el reactivo ABC (Dako). La actividad enzimática peroxidasa se revelo 
incubando las muestras con el sustrato diaminobenzidina (DAB) y se contratiñeron los núcleos 
con hematoxilina. Finalmente, las secciones teñidas se fotografiaron en un microscopio Leica a 




Los datos representados se corresponden con la media aritmética ± el error estándar 
de la media (SEM). Los experimentos fueron analizados usando el programa de análisis 
estadístico, GraphPad Prism 5. Excepto donde se señale, se realizó un análisis de la varianza 
con un factor (one-way ANOVA) seguido de un post-test de Newman-Keuls para calcular la 
significación de las diferencias encontradas entre grupos experimentales. El número de 














ESTUDIO DE LA RUTA DE SEÑALIZACION CN/NFAT EN EL 
DESARROLLO DE HIPERTROFIA CARDIACA 
Para abordar el estudio del papel de la ruta de señalización CN/NFAT en hipertrofia 
cardiaca hemos usado como modelo in vivo la infusión de AngII en ratones adultos. Este 
modelo, que consiste en la implantación subcutánea de mini-bombas osmóticas conteniendo 
AngII, induce hipertrofia ventricular izquierda entre 14-28 días de tratamiento y cursa con 
hipertensión  (Freund et al., 2005, Sundaresan et al., 2009). 
La ruta CN/NFAT es activada en el corazón por AngII  
Para determinar si la ruta de CN/NFAT se activaba en el tejido cardiaco durante las 
fases iniciales de la hipertrofia cardiaca inducida por AngII, tratamos ratones silvestres con 
AngII durante diferentes tiempos. El análisis de la expresión de genes conocidos cuya 
expresión depende de CN, Rcan1 y Cox2, mostró que AngII inducía su expresión de forma 
temprana. Los niveles máximos de ARNm de ambos genes analizados por qPCR  se alcanzaban 
tras 15 h de tratamiento con AngII.  La expresión se mantuvo alta a las 24 h de tratamiento, y a 
partir del tercer día de infusión con AngII los niveles de ARNm comienzan a descender (Fig. 
14A). 
Los resultados obtenidos a nivel de ARNm  fueron confirmados en ensayos de western 
blotting. En extractos citosólicos de proteínas obtenidos de corazón, observamos que  la 
expresión de proteína Rcan1.4 claramente se inducia tras 24 h de tratamiento con AngII, 
volviendo a su nivel basal de expresión después de dos días de tratamiento. Los niveles 
proteicos de Cox2 también se incrementaron después de 24h de infusión con AngII, aunque en 
este caso el incremento se mantuvo durante dos días de tratamiento (Fig. 14B). En estos 
experimentos, con el fin de determinar la posible implicación de CN en la inducción de estas 
proteínas mediada por AngII,  incluimos un grupo de ratones a los cuales les inyectamos i.p. el 
inhibidor de CN, CsA, durante el tiempo que duro el tratamiento con AngII. CsA previno la 
inducción de las proteínas  Rcan1.4 o Cox2 en el tejido cardiaco de estos ratones en respuesta 
a AngII (Fig. 14B). El conjunto de estos resultados sugería que en nuestro modelo in vivo de 





Figura 14: AngII induce la activación de la ruta CN/NFAT. A: Cinética de expresión de ARNm de los genes 
diana de la ruta, Rcan1.4 y Cox2, en corazones estimulados con AngII (1 µg/Kg/día) durante los tiempos 
indicados. B: Western blot de Cox2 y Rcan1 en extractos de corazón de ratones sin tratar (control), tratados 
durante 1 y 2 días con AngII (AngII), o co-tratados con CsA (20 mg/Kg/día) y AngII (Csa+AngII). *** p<0,001 
La inducción de hipertrofia cardiaca mediada por AngII es dependiente de CN 
Para analizar cuál era la contribución de la activación de la ruta CN/NFAT en el 
desarrollo de la hipertrofia cardiaca inducida por AngII, usamos dos aproximaciones 
experimentales: una farmacológica, utilizando el fármaco inhibidor de CN, CsA, y otra genética, 
por medio de la generación y uso de ratones transgénicos knock-out inducibles y  
cardioespecíficos para CnB. En ambos abordajes experimentales analizamos diversos  
parámetros para diagnosticar la hipertrofia cardiaca patológica: el incremento del peso 
ventricular frente al peso del cuerpo (HW/BW) o la longitud de la tibia (HW/TL), el aumento de 
tamaño de los cardiomiocitos, el incremento de grosor de las paredes del septo y posterior del 
ventrículo izquierdo y la inducción de fibrosis en el miocardio. 
El tratamiento con CsA previene el desarrollo de hipertrofia cardiaca inducida por AngII 
Dada la controversia sobre los efectos CsA en otros modelos de hipertrofia cardiaca 
patológica, postulamos que la variabilidad en las dosis y el  modo de administración de la CsA 
empleados podrían causar las discrepancias observadas.  Realizamos experimentos de dosis-
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respuesta de CsA en nuestro modelo de infusión de AngII. Ratones silvestres tratados con AngII 
durante 21 días fueron comparados con  ratones a los que se le había implantado una mini-
bomba osmótica adicional infundiendo distintas dosis de CsA (0,5 mg/Kg/día hasta 12,5 
mg/Kg/día) durante los 21 días de tratamiento con AngII. En estos ratones analizamos el efecto 
de la CsA sobre el incremento del peso del corazón por AngII. Mientras que con la dosis de 0,5 
mg/Kg/día de CsA no observamos efecto sobre este parámetro, a partir de la dosis 2 
mg/Kg/día se redujo significativamente el incremento del peso cardiaco (Fig. 15A). Para 
asegurar una correcta inhibición de la ruta, en los siguientes experimentos optamos por utilizar 
una dosis de CsA de 5 mg/Kg/día. 
 
Figura 15: La inducción de hipertrofia cardiaca tras 21 días de infusión con AngII es prevenida por el 
tratamiento con el inhibidor de CN, CsA. A: Peso del corazón referido al peso corporal (HW/BW) en ratones 
sin tratar (control), tratados con AngII y co-tratados con AngII y diferentes dosis de CsA (0,5 a 12,5 
mg/Kg/día). n=5 por grupo. B: Peso del corazón referido al peso corporal (HW/BW, izda.)  o a la longitud de 
la tibia (HW/TL, dcha.) en ratones sin tratar (control), tratados con AngII (AngII), con CsA (5 mg/Kg/día) 
(CsA) y co-tratados con CsA y AngII (CsA+AngII). n=10-15 por grupo, 3 experimentos independientes. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.  
El efecto de CsA sobre el desarrollo de la hipertrofia cardiaca inducida por AngII se 
analizó en varios experimentos en los que incluimos cuatro grupos de estudio: grupo control, 
grupo tratado con AngII, grupo tratado con CsA y un último grupo que fue tratado con CsA y 
AngII simultáneamente. Los ratones silvestres tratados con AngII durante 21 días mostraron un 
aumento en el peso del corazón en comparación al grupo control (Fig. 15B). El tratamiento con 
CsA no tuvo efecto sobre el peso cardiaco de los ratones control, pero sin embargo inhibió 
significativamente el incremento mediado por AngII (Fig. 15B). Dado que AngII se ha descrito 
como inductor de hipertrofia celular en diversos tipos celulares, analizamos el tamaño de los 
cardiomiocitos en secciones transversales de tejido cardiaco de estos animales. El área de los 
cardiomiocitos en los ratones infundidos con AngII fue significativamente  mayor que en los 
ratones control, y este incremento del tamaño celular fue inhibido por el tratamiento con CsA 
(Fig. 16A). Estos resultados morfológicos e histológicos fueron corroborados por los resultados 
obtenidos en el análisis in vivo de estos animales mediante ecocardiografía (Fig. 16B). Las 
paredes del ventrículo izquierdo (septo interventricular y pared posterior) incrementan su 
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grosor tras 21 de tratamiento con AngII, y el inhibidor de CN, CsA, inhibe significativamente 
este incremento inducido por AngII. En los animales tratados solamente con CsA no se observó 
ningún efecto en estos parámetros (Fig. 16B).  
 
Figura 16: La inducción de hipertrofia cardiaca tras 21 días de infusión con AngII es prevenida por el 
tratamiento con el inhibidor de CN, CsA. A: Imágenes representativas (objetivo 10x) de secciones 
transversales de corazón teñidas con lectina-FITC para delimitar el área celular (izda.) y cuantificación del 
área de los cardiomiocitos (dcha.) en los diferentes grupos experimentales: control, AngII, CsA y CsA+AngII. 
B: Imágenes ecocardiográficas en modo M (izda.) de corazones de animales control, AngII y CsA+AngII. Las 
marcas rojas indican dónde se realizaron las mediciones del septo interventricular (marca superior) y de la 
pared posterior (marca inferior). Representación gráfica (dcha.) del incremento de grosor de ambas paredes 
después de 21 días de tratamiento (mm en el día 21/mm en el día 0) en los cuatro grupos experimentales. 
n=10-15 por grupo, 3 experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
La hipertrofia cardiaca patológica se caracteriza por la inducción de fibrosis en el tejido 
cardiaco. Por tanto, mediante el análisis de secciones histológicas de corazón previamente 
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teñidas con técnicas histológicas que detecta fibras de colágeno, determinamos el porcentaje 
de fibrosis en cada grupo de tratamiento. En ratones infundidos con AngII durante 21 días 
observamos una inducción evidente de fibrosis en la pared del miocardio que en este caso el 
tratamiento con CsA no fue capaz de inhibir de forma significativa (Fig17A). Aunque se ha 
descrito que hay una inducción de fibrosis renal y cardiaca en pacientes tratados con el 
inmunosupresor CsA durante largos periodos de tiempo, en nuestros ratones el tratamiento 
único con CsA durante 21 días a dosis que previene el desarrollo de la hipertrofia no indujo 
fibrosis. Este resultado nos sugiere que CsA no afecta al efecto pro-fibrótico de AngII. 
 
Figura 17: CsA no inhibe el aumento de fibrosis o la hipertensión arterial inducida por el tratamiento de 
AngII durante 21 días. A: Imágenes representativas de sección completa de corazón (izda.) con tinción de 
Picrosirius Red para detectar fibras de colágeno (en color rojo); y cuantificación del área fibrótica del 
miocardio (dcha.) en los diferentes grupos experimentales. B: Representación de la presión arterial sistólica 
medida a diferentes días después del inicio del tratamiento con AngII en animales de los cuatro grupos 
experimentales. n=10-15 por grupo, 3 experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. En el 




AngII es un vasoconstrictor que induce hipertensión además de hipertrofia cardiaca. 
Por tanto, en nuestros experimentos monitorizamos la presión arterial de los distintos grupos 
de tratamiento con el fin de determinar posibles efectos de CsA sobre la hipertensión mediada 
por AngII. Los ratones tratados con AngII mostraron un aumento significativo de su presión 
arterial sistólica después de tan solo 1 día de tratamiento, manteniéndose con una presión 
arterial elevada durante todo el estudio. Aunque se ha descrito la hipertensión como un efecto 
secundario en pacientes tratados con CsA, en nuestro modelo los ratones tratados sólo con 
CsA no presentaban signos de hipertensión. Finalmente, aunque el tratamiento con CsA redujo 
el desarrollo de la hipertrofia cardiaca, no fue capaz de inhibir de forma significativa el 
incremento de presión arterial inducido por AngII tras 21 días de tratamiento (Fig. 17B).  
La deleción selectiva del gen Cnb1 en cardiomiocitos inhibe la inducción de hipertrofia 
cardiaca y fibrosis mediada por AngII. 
Para llevar a cabo el segundo abordaje experimental con el que caracterizar la 
contribución de la CN en el desarrollo de hipertrofia cardiaca durante la etapa adulta, 
generamos ratones para delecionar de forma inducible y cardioespecífica la CN. Para ello 
cruzamos ratones de genotipo Myh6-CreEsr1 con otros de genotipo Cnb1∆/f, obteniendo 
animales de genotipo Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f. El tratamiento de estos ratones con tamoxifeno 
(Tx) activa la proteína Cre específicamente en los cardiomiocitos, produciendo la 
recombinación del fragmento y la pérdida del gen Cnb1. Una vez generamos esta línea, 
comprobamos el nivel de deleción de Cnb1 en estos ratones. Tras la administración de 1 
mg/día de Tx i.p. durante 5 días, obtuvimos muestras cardiacas en las que se analizó el nivel de 
expresión de CnB por qPCR y western blotting. Como muestra la Fig. 18A, con este protocolo 
obtuvimos una deleción eficiente de Cnb1 ya que se observa una reducción evidente de su 
expresión tanto a nivel de ARNm como de proteína. Además, los niveles de proteína CnA están 
claramente reducidos en las muestras cardiacas, ya que la subunidad A de la CN se degrada en 
ausencia de CnB. La deleción de Cnb1 se restringió al miocardio, ya que en el resto de tejidos 
analizados no se observaron diferencias de expresión de proteína CnB entre animales tratados 
con Tx y vehículo (Fig. 18B). 
En el mantenimiento de la colonia Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f se obtienen rutinariamente 
ratones de genotipo Myh6-CreEsr1 Cnb1f/f, es decir, con los dos alelos del gen Cnb1 
flanqueados por secuencias LoxP. Dado que la Cre recombinasa podría tener menor 
efectividad para conseguir la recombinación de dos copias por cada célula, en los 
experimentos preliminares únicamente usamos ratones Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f con una sola 
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copia de Cnb1 en su genoma. Para poder incluir animales de genotipo Myh6-CreEsr1 Cnb1f/f en 
los siguientes experimentos, decidimos analizar cuál era el nivel de deleción de CnB en este 
genotipo tras el tratamiento con Tx. En condiciones basales este genotipo expresa el doble de 
ARNm de Cnb1 en tejido cardiaco que el genotipo Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f (Fig.18C); sin embargo 
los niveles de proteína CNB en corazón e hígado fueron muy similares entre ambos genotipos 
lo que sugiere que existe haplosuficiencia para este gen (Fig.18D). Tras el tratamiento con Tx, 
observamos que en los ratones Myh6-CreEsr1 Cnb1f/f obteníamos también una deleción 
eficiente de CnB, por tanto fueron incluidos en los grupos experimentales de los siguientes 
ensayos (Fig.18C).  
 
Figura 18: El tratamiento con tamoxifeno produce la deleción cardio-específica del gen Cnb1 en los 
ratones Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f. A: Análisis mediante qPCR de la expresión de ARNm de Cnb1 (izda.); y 
análisis de los niveles de proteína CnB y CnA mediante western blotting (dcha.) en corazones de ratones 
Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f tratados durante 5 días con 1 mg/día de tamoxifeno (Tx) o vehículo (Veh). B: Niveles 
de proteína CnB en riñón e hígado de ratones tratados con Tx o Veh analizados por western blot.  C: Análisis 
mediante qPCR de la expresión de ARNm de Cnb1 en corazones de ratones Myh6-CreEsr1 Cnb1f/f y Myh6-
CreEsr1 Cnb1∆/f tratados con Veh o  Tx. D: Niveles de expresión de proteína CnB en el corazón e hígado de 
ratones sin tratar de ambos genotipos Myh6-CreEsr1 Cnb1f/f y Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f. ***p<0,001 (prueba t 
de Student). 
Para evaluar la inhibición de la ruta CN/NFAT en el tejido cardiaco de ratones que no 
expresan CnB en el corazón, se implantaron mini-bombas osmóticas con AngII en estos ratones 
Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f tratados previamente con Tx o vehículo como grupo control. Tras día 1 
de infusión con AngII, observamos inducción de la expresión de los genes Rcan1.4 y Cox2 en 
tejido cardiaco en ratones control pero no en los que previamente se había eliminado el gen 
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Cnb1 con Tx. (Fig. 19A). Esto indicaba que el sistema de deleción inducible de CnB en el 
corazón interfería eficazmente con la activación de la ruta CN/NFAT. 
 
Figura 19: La deleción selectiva del gen Cnb1 en cardiomiocitos inhibe la inducción de hipertrofia mediada 
por AngII.  A: Análisis de los niveles de expresión de los genes diana, Rcan1.4 y Cox2, mediante qPCR (izda.) 
tras 24 horas de tratamiento con AngII (1 µg/Kg/min.) en corazón de ratones Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f tratados 
con Veh o Tx.  Western blot de Rcan1 extractos de corazón de los ratones anteriores. n=5 por grupo. B: Peso 
del corazón referido al peso corporal (HW/BW, izda.)  o a la longitud de la tibia (HW/TL, dcha.) en ratones 
con o sin deleción de CnB cardiaca después de 21 días bajo 3 tratamientos diferentes: control, AngII, o 
CsA+AngII. n=10-20 por grupo, 3 experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
Realizamos experimentos de inducción de hipertrofia cardiaca mediada por AngII en 
esta línea de ratones, siguiendo el mismo protocolo que usamos para los ratones silvestres. En 
los ratones Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f tratados con Tx, la ausencia de CnB cardiaca confirió a los 
ratones resistencia frente a la inducción de la patología hipertrófica por AngII; en estos ratones 
observamos una disminución del peso del corazón frente al peso corporal o la longitud de la 
tibia en comparación a los animales sin deleción de CnB y tratados con AngII (Fig. 19B). 
Además, los ratones tratados con Tx no presentaron un aumento del área de sus 
cardiomiocitos en respuesta a AngII (Fig. 20A). El análisis ecocardiográfico reveló que el 
incremento del grosor de las paredes ventriculares inducido por AngII estaba reducido en estos 




Figura 20: La deleción selectiva del gen Cnb1 en cardiomiocitos inhibe la inducción de hipertrofia mediada 
por AngII. A: Imágenes representativas (objetivo 10x) de secciones transversales de corazón teñidas con 
lectina-FITC para delimitar el área celular (izda.) en los ratones Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f con o sin expresión de 
CnB cardiaca tratados o no con AngII. Cuantificación del área de los cardiomiocitos (dcha.) en las secciones 
cardiacas de dichos ratones con tratamiento de AngII o CsA+AngII o sin tratar. n=10-20 por grupo, 3 
experimentos independientes. B: Imágenes ecocardiográficas en modo M (izda.) de animales Myh6-CreEsr1 
Cnb1∆/f con o sin expresión de CnB cardiaca tratados o no con AngII. Las marcas rojas indican dónde se 
realizaron las mediciones del septo interventricular (marca superior) y de la pared posterior (marca inferior). 
Representación gráfica (dcha.) del incremento de grosor de ambas paredes después de 21 días de 
tratamiento (mm en el día 21/mm en el día 0) en los seis grupos experimentales. n=10 por grupo, 2 
experimentos independientes. **p<0,01; ***p<0,001. 
Más reseñable fue el efecto que se obtuvo sobre la fibrosis miocárdica en estos 
experimentos; mientras que los ratones tratados con vehículo respondían al tratamiento con 
AngII generando una notable fibrosis en el miocardio, los deficientes en CnB, mostraron una 
reducción significativa del área fibrótica (Fig. 21A). Esto sugiere que la inducción de fibrosis en 




Figura 21: La deleción cardio-específica de CnB previene la fibrosis cardiaca pero no la hipertensión 
mediadas por AngII. A: Imágenes representativas de sección completa de corazón (izda.) con tinción de 
Picrosirius Red para detectar fibras de colágeno (en color rojo); y cuantificación del área fibrótica del 
miocardio (dcha.) en los diferentes grupos experimentales. n=10-20 por grupo, 4 experimentos 
independientes. B: Representación de la presión arterial sistólica medida a diferentes días después del inicio 
del tratamiento con AngII en animales con o sin deleción de CnB cardiaca. n=5 por grupo. *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001. En el panel B se realizó un test ANOVA de dos factores.  
Debido a las diferencias en el desarrollo de fibrosis que observamos entre los dos 
modelos in vivo de inhibición de CN, nos planteamos que la CsA podría tener efectos 
secundarios induciendo fibrosis e independientes de CN. Por tanto, analizamos el efecto del 
tratamiento con CsA sobre la inducción de la hipertrófica cardiaca en ausencia de CN (Fig. 19,  
20 y 21). Los ratones Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f sin el tratamiento con Tx pero tratados con CsA 
presentaron una respuesta a AngII similar a los ratones de genotipo silvestre en los parámetros 
hipertróficos y en la inducción de fibrosis. Los ratones de la misma línea tratados con Tx, y por 
tanto sin expresión de CN, no mostraron ningún efecto adicional sobre los parámetros 
hipertróficos inducidos por AngII cuando recibieron tratamiento con el inhibidor de CN, CsA. 
Respecto a la fibrosis, sorprendentemente, el co-tratamiento con CsA+AngII de los ratones con 
deficiencia en CN no producía un aumento en la fibrosis observada. Estos resultados sugerían 
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que el efecto del tratamiento con CsA sobre fibrosis cardiaca inducida por AngII es 
dependiente de la presencia de CN. 
Cuando estudiamos la presión arterial, los ratones con infusión de AngII, tanto los 
controles como los tratados con Tx, presentaron hipertensión (Fig. 21B). Por lo tanto, aunque 
en los ratones del grupo con tratamiento de Tx y AngII no hay hipertrofia cardiaca, la deleción 
de CN no produjo una disminución de esta hipertensión arterial.  
La ausencia de CN cardiaca en ratones control que no fueron sometidos a ningún tipo 
de tratamiento no produjo efectos relevantes en ninguno de los parámetros analizados. Esto 
nos indicaba que la perdida de función CN, al menos durante el mes de estudio, no afecta a la 
homeostasis cardiaca en ratones adultos.  
La función cardiaca no es alterada por la inhibición o ausencia de CN en cardiomiocitos 
Existen  resultados contradictorios en la bibliografía sobre el efecto del inhibidor 
farmacológico CsA en la función cardiaca. En algunos casos se describe que CsA causa 
disfunción cardiaca y en otros no (Lim et al., 2000, Oflaz et al., 2004, Di Marco et al., 2011, 
Meguro et al., 1999, Laudi et al., 2007). En nuestros experimentos usando 5mg/kg/día de CsA 
para determinar su efecto sobre hipertrofia cardiaca analizamos por ecocardiografía la fracción 
de eyección de dichos animales. Este parámetro establece la función sistólica del corazón, que 
durante la hipertrofia cardiaca inducida por AngII se mantiene preservada. El análisis de los 
datos obtenidos no reveló un efecto significativo de disfunción cardiaca mediado por CsA 
(Tabla 4). Sin embargo, existe una tendencia en los datos que indican una posible reducción de 
la fracción de eyección mediada por CsA en algunos ensayos.  
Tabla 4: Valores de los parámetros ecocardiográficos en ratones silvestres después de 21 días con 
distintos tratamientos. IVS: Espesor del septo interventricular; LVPW: Espesor de la pared posterior del 
ventrículo izquierdo; LVIDd: Diámetro interno del ventrículo izquierdo en diástole; LVIDs: Diámetro interno 
del ventrículo izquierdo en sístole; EF: Fracción de eyección; F.C.: Frecuencia cardiaca. Los datos presentan 
la media ± SD n=10-20 por grupo, 3 experimentos independientes *p<0.05 vs sham; ($)p<0.001 vs sham; 
(&)p<0.05 vs AngII. 
Parámetro Control AngII CsA CsA+AngII 
IVS (mm) 0.75 ± 0.07 0.91 ± 0.13$ 0.78 ± 0.06 0.83 ± 0.098*,& 
LVPW (mm) 0.73 ± 0.07 0.89 ± 0.18$ 0.70 ± 0.02 0.80 ± 0.13& 
LVIDd (mm) 3.90 ± 0.25 3.64 ± 0.45* 3.86 ± 0.25 3.77 ± 0.25 
LVIDs (mm) 2.88 ± 0.32 2.73 ± 0.48 2.89 ± 0.28 2.91 ± 0.28 
EF (%) 51.33 ± 6.06 52.00 ± 8.11 49.9 ± 7.08 46.25 ± 8.38 
F.C. (latidos/min) 483 ± 50 517 ± 47 527 ± 66 494 ± 64 
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Dado que una de las variables en los estudios publicados sobre CsA y función cardiaca 
es la diversidad de dosis utilizadas del fármaco, nos planteamos analizar si el efecto de CsA 
sobre la función cardiaca era dependiente de dosis. Tras tratar ratones silvestres con AngII 
durante 21 días junto con distintas dosis de CsA (0,5 a 12,5 mg/Kg/día) realizamos el estudio 
ecocardiográfico de los animales (Fig. 22). Sin embargo, no encontramos ningún cambio 
significativo asociado a la dosis de CsA empleada en la fracción de eyección. 
 
Figura 22: La función sistólica no se ve afectada por CsA a diferentes dosis. Representación gráfica de la 
fracción de eyección en corazones de ratones tratados con AngII (1 µg/Kg/min.) durante 21 días en ausencia 
o presencia de CsA a distintas dosis (0,5 a 12,5 mg/Kg/día). n=5 por grupo. 
La función cardiaca también se examinó en los ratones sin expresión de CN cardiaca 
tras los diversos tratamientos. La ausencia de CN en el corazón adulto, al menos durante el 
tiempo de estudio, no indujo disfunción sistólica en los ratones control ni en los ratones 
tratados con AngII (Tabla 5). En presencia de CsA, tampoco encontramos un descenso de la 
fracción de eyección en este fondo genético (Tabla 5). 
Tabla 5: Valores de parámetros ecocardiográficos en ratones Myh6-CreEsr1 Cnb1∆/f después de 21 días 
con distintos tratamientos. IVS: Espesor del septo interventricular; LVPW: Espesor de la pared posterior del 
ventrículo izquierdo; LVIDd: Diámetro interno del ventrículo izquierdo en diástole; LVIDs: Diámetro interno 
del ventrículo izquierdo en sístole; EF: Fracción de eyección; F.C.: Frecuencia cardiaca. Los datos presentan 
la media ± SD. n=10 por grupo, 2 experimentos independientes. (*)p<0.05 vs sham; ($)p<0.001 vs sham; 
(&)p<0.05 vs Veh+AngII; (¤)p<0.01 vs Veh+AngII; (#)p< 0.001 vs Veh+AngII 
Parámetro 
Veh Tx 
Control AngII CsA+AngII Control AngII CsA+AngII 
IVS (mm) 0.72 ± 0.05 0.94 ± 0.13$ 0.71 ± 0.06& 0.74 ± 0.07 0.84 ± 0.08# 0.79 ± 0.09& 
LVPW (mm) 0.71 ± 0.06 0.99 ± 0.13$ 0.85 ± 0.11& 0.80 ± 0.08 0.86±0.07*,¤ 0.81 ± 0.12& 
LVIDd (mm) 3.72 ± 0.29 3.36 ± 0.46 3.67 ± 0.34 3.54 ± 0.36 3.37 ± 0.27 3.40 ± 0.27 
LVIDs (mm) 2.85 ± 0.31 2.41 ± 0.37 2.70 ± 0.37 2.40 ± 0.41 2.48 ± 0.31 2.53 ± 0.34 
EF (%) 48.6 ± 5.90 55.8 ± 6.59 53.0 ± 5.10 61.8 ± 7.44* 52.3 ± 7.52 51.2 ± 8.47 




Estudio cinético de la hipertrofia cardiaca mediada por AngII 
Una de las cuestiones que aún no han sido estudiadas en detalle es cuándo comienza a 
manifestarse el fenotipo hipertrófico inducido por AngII. Por ello, realizamos una serie de 
experimentos en ratones silvestres infundidos con AngII durante 1 y 3 días en los que 
analizamos los distintos parámetros hipertróficos. Como se observa en la Fig. 23A., tras sólo 24 
horas del inicio del tratamiento existe una tendencia clara al incremento del peso del corazón, 
mientras que a día 3 este aumento ya es significativo. Tanto el aumento en el área del 
cardiomiocito como el incremento de grosor del septo interventricular también comienzan a 
ser evidentes después de tres días de tratamiento con AngII (Fig. 23B y C). En paralelo,  
observamos que la inducción de fibrosis en el miocardio mediada por AngII ocurría  al mismo 
tiempo (Fig. 23D). Además, el efecto inhibidor de CsA sobre la hipertrofia cardiaca mediada 
por AngII se manifestó después de tan solo tres días de tratamiento hipertrófico, mientras que 
CsA, al igual que ocurría en los ensayos a tiempos largos, no fue capaz de bloquear la inducción 
de fibrosis en el miocardio de los ratones tratados con AngII. De hecho, los animales tratados 
con CsA presentaban una mayor tendencia a desarrollar fibrosis cardiaca que fue confirmada 
Figura 23: Cinética temprana de la hipertrofia cardiaca mediada por AngII. En ratones silvestres 
tratados durante 1 o 3 días con AngII en ausencia o presencia de CsA se analizaron los diferentes 
parámetros hipertróficos. A: Peso del corazón respecto del peso corporal (HW/BW) o la longitud de la 
tibia (HW/TL); B: área de los cardiomiocitos en secciones transversales de corazón; C: Incremento del 
espesor del septo interventricular medido por ecocardiografía; D: área fibrótica en secciones de corazón; 
E: niveles de ARNm de colágeno III (Col3a1) analizados por qPCR. n=10 por grupo. *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001. En el caso de las gráficas del panel A, el análisis de varianza daba un resultado significativo; 
pero el post-test Newman-Keuls no, por lo que se realizó un test t de Student para conocer la 
significación entre los grupos. 
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por los resultados obtenidos al determinar los niveles de expresión de colágeno III por PCR 
cuantitativa. AngII inducia la expresión de colágeno III en el tejido cardiaco tras tres días de 
tratamiento, y la presencia de CsA incremento significativamente la inducción mediada por 
AngII (Fig. 23E). El conjunto de estos resultados indicaba que los eventos activados por AngII 
que dan lugar al desarrollo de la hipertrofia cardiaca tienen lugar durante las fases iniciales del 
tratamiento, y que parte de ellos son dependientes de CN.  
Análisis del papel de CN en la expresión de colágenos y la activación de la ruta 
TGFβ  
Los resultados anteriores indicaban que AngII desencadena una respuesta pro-fibrótica 
temprana en nuestro modelo in vivo de hipertrofia cardiaca de forma dependiente de CN, 
mientras que la inhibición farmacológica con CsA no era capaz de prevenirla.  Esto sugería que 
AngII podía disparar la activación de un programa génico temprano que desencadenara esta 
respuesta. Dado que experimentos previos mostraron que la expresión de colágeno III en 
ratones silvestres tratados durante 3 días con CsA y AngII correlacionaba con el análisis 
histológico de la fibrosis en este modelo, se estudió la expresión génica de los tipos principales 
de colágeno que forman parte del tejido cardiaco, colágeno I (Col1a1) y colágeno III (Col3a1). 
Se ha relacionado ampliamente la fibrosis con la activación de la ruta TGFβ, por lo que 
decidimos estudiar la expresión génica temprana de dos miembros de esta ruta, TGFβ1 y CTGF 
(factor de crecimiento de tejido conectivo), en corazones de ratones de los dos modelos. 
Además, estudiamos la expresión del gen Nppb (Péptido natriurético cerebral), cuya inducción 
es considerada un marcador de estrés cardiaco. 
Para ello, tratamos ambos tipos de ratones con AngII durante 24h,  aislamos ARNm de 
tejido cardiaco y determinamos la expresión de los genes por PCR cuantitativa. AngII indujo el 
incremento de expresión de Nppb pero dicha inducción no se modificó tras inhibir la CN con 
CsA, mientras que sí se redujo significativamente tras la deleción de CnB (Fig. 24A).  
En ratones con deleción de CN y tratados con AngII durante tres días, y a pesar de que 
en este modelo genético se produce inhibición de fibrosis cardiaca, la expresión de los dos 
tipos de colágeno era tan elevada como en los ratones sin deleción. Sin embargo, en los 
animales tratados con CsA ambos colágenos estaban expresados a un nivel mayor que en los 




Figura 24: Análisis de la expresión génica inducida por el tratamiento con AngII en corazón y su 
dependencia de CN. En ratones silvestres tratados con AngII o CsA+AngII (izda.) y ratones Myh6-CreEsr1 
Cnb1∆/f  con o sin deleción de CnB tratados con AngII (dcha.) se analizó la expresión de ARNm de distintos 
genes por qPCR: A: Niveles de ARNm del gen marcador de estrés cardiaco, Nppb, tras 1 día de tratamiento 
con AngII; B: niveles de ARNm de los dos tipos de colágeno que se encuentran en la matriz cardiaca, Col1a1 
y Col3a1, tras 3 días de tratamiento con AngII; y C: niveles de ARNm de los genes TGFβ1 y CTGF, tras 1 día de 
tratamiento con AngII.  n=5-6 por grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. En el caso del gen de colágeno III 
en el modelo de deleción (B, abajo derecha) y del TGFβ1 en los animales de genotipo silvestre (C, arriba 




En el caso de TGFβ1 y CTGF, se observó que CsA no era capaz de inhibir su expresión 
(Fig. 24C). Sin embargo, en los ratones donde la CN estaba ausente en sus cardiomiocitos, el 
aumento de expresión de estos genes tras el tratamiento con AngII estaba claramente inhibido 
(Fig. 24C). 
TERAPIA GÉNICA CONTRA LA RESPUESTA HIPERTRÓFICA 
CARDIACA MEDIADA POR CN 
Expresión transgénica cardiaca vía transducción lentiviral 
En nuestro laboratorio se han usado vectores lentivirales expresando el péptido 
inhibidor de CN, LxVP, fusionado a la proteína verde fluorescente (GFP), y se ha conseguido 
interferir el desarrollo de diversas patologías en las que la ruta CN/NFAT está implicada, tales 
como la artritis reumatoide, el desarrollo de aneurismas abdominales aórticos o la 
aterosclerosis (Escolano et al., 2014, Esteban et al., 2011, Mendez-Barbero et al., 2013). Por 
tanto, dado que la activación de la ruta está relacionada con la inducción de hipertrofia 
cardiaca, decidimos aplicar esta herramienta en la prevención de la inducción de hipertrofia 
cardiaca inducida por AngII.  
Debido a que nuestra experiencia nos indicaba que tras la inoculación intravenosa de 
partículas lentivirales se obtiene una alta infección de las células de músculo liso vascular o de 
los hepatocitos, dependiendo de si la vía de administración es yugular o a través de la vena 
caudal, respectivamente, uno de los retos iniciales fue tratar de restringir la expresión del 
transgén a las células cardiacas. Por ello, diseñamos un nuevo vector en el que la proteína de 
fusión GFP-LxVP o su versión mutante se expresara bajo un promotor específico de 
cardiomiocitos, el de la cadena pesada de la miosina alfa (αMHC). Este promotor tiene un 
tamaño de 5,5Kb, lo cual excedía la capacidad de empaquetamiento del lentivirus; por lo tanto 
decidimos usar un fragmento de 700bp de este promotor que contenía el promotor mínimo. 
Una vez clonamos el nuevo promotor, generamos los nuevos lentivirus que denominamos 
MHC-GFP, MHC-LxVP y MHC-Mut (Métodos, fig. 12). 
En experimentos in vitro comprobamos la especificidad de los lentivirus generados. 
Solo en células de línea cardiaca (H9c2) infectadas con el lentivirus MHC-GFP se producía 
expresión específica de GFP, mientras que no se observaba cuando infectamos células de 
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origen vascular (CMLV) o endotelial (MLEC) (Fig. 25A). Estos resultados indicaban que el 
promotor elegido estaba funcionando específicamente solo en células cardiacas. 
Aunque la especificidad del promotor utilizado fue evidente, su potencia fue baja. El 
perfil de expresión de GFP obtenido por citometría de flujo  de  células infectadas in vitro por 
el lentivirus con el promotor αMHC reveló una menor expresión de la proteína al compararlo 
con el perfil de células infectadas con su homólogo dirigido por el promotor viral SFFV (Fig. 
25B). De hecho, estos niveles de expresión alcanzados fueron insuficientes para que el 
transgen conteniendo LxVP inhibiese la desfosforilación de NFAT  mediada por ionóforo de 
calcio (Io) en células H9c2  (Fig. 25C). En paralelo, aislamos y mantuvimos en cultivo 
cardiomiocitos de ratón adulto e intentamos infectar estas células; pero no obtuvimos 
infección del cardiomiocito, de hecho, observamos que la infección inducía la muerte de las 
células (Fig. 25D). 
Estos resultados nos hicieron descartar el uso de los lentivirus MHC-GFP in vitro, pero 
quisimos probar si con la inoculación yugular de partículas lentivirales con el promotor SFFV en 
ratones adultos se conseguía transducir el corazón. En el análisis inmunohistoquímico para GFP 
en secciones de estos corazones, no detectamos expresión de GFP, a pesar de que  las células 
de la pared aórtica se habían infectado eficientemente (Fig. 25E).  
El conjunto de estos resultados indicaban la ineficacia del uso de vectores lentivirales 
para infectar el miocardio por lo que descartamos esta aproximación experimental para 
bloquear la inducción de hipertrofia cardiaca a través de la expresión del péptido inhibidor de 




Figura 25: Infección lentiviral de cardiomiocitos in vitro e in vivo. A: Imágenes de células H9c2, MLEC y 
CMLV infectadas con lentivirus que expresan GFP bajo un promotor cardiaco (MHC-GFP) o uno viral (SFFV-
GFP) obtenidas por microscopía de fluorescencia (objetivo 10x) (izqda.) y cuantificación del porcentaje de 
células infectadas analizado por citometría de flujo (dcha.). B: Perfil de expresión de proteína GFP (media de 
la intensidad de fluorescencia) en células H9c2 infectadas con el SFFV-GFP y el MHC-GFP analizadas por 
citometría de flujo. C: Western blot de NFATc4 en extractos proteicos de células H9c2 infectadas con el 
lentivirus que expresa el péptido inhibidor LxVP o su versión mutada bajo el promotor cardiaco (MHC-LxVP y 
MHC-Mut, respectivamente) y estimuladas con ionóforo de calcio (Io, 1 µM) durante 30 min. Las flechas 
indican el estado de desfosforilación de NFATc4, P-NFATc4 (fosforilado e inactivo) y deP-NFATc4 
(desfosforilado y activo), como control positivo de inhibición de la activación de NFATc4 se analizaron 
células co-tratadas con Io (1 µM) y CsA (200 ng/ml). D: Imágenes de cardiomiocitos de ratón adulto 
infectados o no con lentivirus SFFV-GFP obtenidas por microscopía (objetivo 10x). E: Inmunohistoquímica 
para detectar proteína GFP en sección completa de corazones de ratones inoculados intravenosamente (i.v.) 
con suero salino o con lentivirus SFFV-GFP (imágenes superiores). Inmunohistoquímica para detectar 




Vectores adeno-asociados producen la inhibición de la ruta CN/NFAT 
in vitro e infecta el corazón in vivo. 
Tras los resultados obtenidos con los vectores lentivirales, y dada la eficacia 
demostrada por los vectores derivados de virus adeno-asociados (AAV), concretamente, del 
serotipo 9, para transducir células cardiacas, utilizamos estos vectores por su tropismo hacia 
los cardiomiocitos. 
Por lo tanto, decidimos utilizar este abordaje y obtuvimos los esqueletos del AAV, 
tanto el de cadena sencilla (ss) como el de cadena doble o auto-complementaria (ds), sobre los 
cuales clonamos la secuencia GFP-LxVP que usamos en los lentivirus bajo el control del 
promotor del citomegalovirus (CMV) (Métodos, fig. 13). 
El plásmido generado inhibió la activación de la CN, ya que células Hek293T 
transfectadas con el plásmido dsAAV-LxVP no mostraban desfosforilación de NFAT cuando se 
las estimulaba con Io, mientras que en las que habían sido transfectadas con su equivalente 
mutado (dsAAV-Mut) o con el plásmido sin la secuencia LxVP (dsAAV-GFP) se apreciaba el 
cambio de movilidad correspondiente a la desfosforilación de NFAT (Fig.26A). Esto se 
corroboró también en ensayos de actividad transcripcional, en los que células Hek293T 
transfectadas con el dsAAV-LxVP y un plásmido que expresa la proteína luciferasa bajo un 
promotor activado por NFAT y estimuladas con Io no eran capaces de producir el aumento de 
la luminiscencia que sí ocurría cuando las células eran transfectadas con el plásmido dsAAV-
Mut o dsAAV-GFP (Fig.26B). 
 
Figura 26: La activación de la ruta CN/NFAT es inhibida en células HEK293T transfectadas con el vector 
dsAAV-LxVP. A: Western blot de NFATc2 en extractos proteicos de células HEK293T transfectadas con 
dsAAV-GFP, dsAAV-LxVP y ds-AAV-Mut y estimuladas con Io 1µM durante 30 min. B: Ensayo de actividad 
luciferasa en células HEK293T transfectadas con los plásmidos anteriores junto con un plásmido reportero 
luciferasa cuya expresión es dirigida por el promotor de IL-2. La actividad luciferasa se determinó después 






Después de comprobar que la construcción clonada inhibía la ruta CN/NFAT, 
comenzamos la producción de los virus para su uso como vector de terapia génica en ratones. 
Distintas cantidades del dsAAV-LxVP  se inocularon en ratones a través de la vena caudal con la 
finalidad de realizar una curva dosis-respuesta y comprobar posibles diferencias en la 
expresión de GFP en el tejido cardiaco. Como se observa en la fig. 27, existe una clara 
correlación entre la dosis de virus inoculada y la expresión del transgén tanto en proteína 
como ARNm. Además, en ningún caso fuimos capaces de llegar a una dosis en la que la 
expresión de la proteína alcanzara un límite en el que se estabilizara, sino que esta se 
mantiene de forma creciente en el rango de dosis de virus que es utilizado en ratones. 
Como primer acercamiento a la inhibición de CN/NFAT in vivo, decidimos comprobar si 
las dosis que probamos en el experimento anterior conseguían inhibir la ruta, analizando la 
expresión basal del gen diana Rcan1.4 en el corazón. La expresión basal cardiaca de Rcan1.4 
desparece sólo en el caso de la dosis más alta utilizada, 1012 vg (Fig. 27A).  
Finalmente, inoculamos diferentes concentraciones de virus ssAAV-LxVP a través de la 
vena caudal en ratones, esperando encontrar la dosis mínima para inhibir la activación de CN 
mediada por AngII in vivo. Para ello, se implantaron bombas osmóticas con AngII en los 
ratones 4 semanas después de la administración del virus, con la finalidad de observar la 
inhibición de CN en las mismas condiciones en las que realizaríamos los futuros ensayos de 
hipertrofia cardiaca, en los que la expresión de los genes diana de CN es mucho más alta que 
en condiciones basales, y por tanto, más difícil de inhibir. Tras 24h de tratamiento con AngII, se 
sacrificaron los animales y se extrajo el corazón para analizar la expresión del gen diana de CN, 
Rcan1.4. Sin embargo, como se observa en la (Fig. 27D), no fue posible obtener una inhibición 
eficiente de la expresión del  gen a ninguna de las dosis ensayadas, por lo que el péptido LxVP 
expresado en células cardiacas no inhibe la activación de CN in vivo en el corazón como ocurre 
mediante el uso de vectores lentivirales en otras células y tejidos de ratón, entre ellos 




Figura 27: Alta eficiencia de infección del vector AAV9 en corazón mediante inyección intravenosa. A: 
Western blot de RCAN1 y GFP en extracto proteico de corazón de ratones inoculados i.v. con dosis 
crecientes de dsAAV-LxVP (vg: viral genomes, número de genomas virales). B: Análisis de la expresión de 
ARNm de GFP mediante qPCR en corazones de ratones inoculados i.v. con dosis crecientes de ssAAV-LxVP. 
C: Imágenes representativas de inmunohistoquímica para detectar proteína GFP en secciones de corazón de 
los ratones infectados con ssAAV-LxVP-GFP. D: Análisis de la expresión de ARNm de Rcan1.4 mediante qPCR 


















La hipertrofia cardiaca es un proceso patológico que predispone al desarrollo de 
insuficiencia cardiaca, una de las causas de mortalidad más frecuentes a nivel mundial. Por 
tanto, hallar las causas del desarrollo de la hipertrofia cardiaca se ha convertido en una 
prioridad en el área cardiovascular, en busca de las claves que ayuden a comprender esta 
patología de una forma global. No en vano, la primera referencia que encontramos de esta 
enfermedad en una publicación científica data de 1906 (West, 1906), y un siglo después el 
número de publicaciones por año relacionadas con ella no ha dejado de crecer.  
Si bien la hipertrofia cardiaca es un mecanismo compensatorio, adaptativo y puntual 
para hacer frente a una situación de estrés hemodinámico o neurohormonal,  si dicho estrés se 
vuelve crónico, este mecanismo puede descompensarse, provocando una situación 
insostenible en el que el corazón va perdiendo paulatinamente su homeostasis y se crea una 
predisposición hacia la arritmia, la insuficiencia cardiaca y la muerte súbita (Levy et al., 1990). 
Independientemente del desencadenante patológico de la hipertrofia, la respuesta cardiaca 
acaba convergiendo en ciertas características comunes, como son el aumento de tamaño del 
corazón, la aparición de fibrosis, la reprogramación de la expresión génica y la alteración de la 
función ventricular. Por tanto, ha sido una prioridad para los científicos de esta área de 
conocimiento encontrar los mecanismos moleculares subyacentes que integran una gran 
diversidad de señales en una misma respuesta tisular. 
Desde hace más de una década, existe consenso en la importancia que tiene la 
fosfatasa CN como molécula integradora de señales en el interior del cardiomiocito durante el 
desarrollo de la hipertrofia cardiaca. Sin embargo, existen lagunas en torno a cómo llegan 
dichas señales a conectar con CN y producir su activación, y cómo ésta, tras la desfosforilación 
de uno de sus principales sustratos, el factor de transcripción NFAT, puede inducir cambios en 
la expresión génica durante las fases tempranas de la patología que puedan dar lugar al 
desarrollo de la hipertrofia. En lo que respecta al primer punto, durante los últimos años ha 
habido importantes avances en la caracterización de microdominios y moléculas que 
interaccionan con CN, que dan una idea de cómo se integran las señales extracelulares en el 
interior del cardiomiocito, y sobre todo, cómo se diferencian molecularmente las oscilaciones 
de Ca2+ necesarias para la contracción de la célula (excitación-contracción) de las propias de la 
señalización intracelular que activa la ruta CN/NFAT (excitación-transcripción) (Gomez et al., 
2013). 
En cuanto a si la implicación de CN en el proceso tiene lugar durante las fases iniciales 
de la patología faltan trabajos que lo aborden. Aunque la hipertrofia desarrollada en ratones 
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transgénicos con expresión de CN activa se revierte parcialmente tras la eliminación de la CN 
(Berry et al., 2011), se sigue sin saber en qué fases de la patología CN ejerce su papel. En el 
caso del modelo de hipertrofia inducida por AngII tampoco se ha caracterizado la cinética de 
su desarrollo ni la función de CN en la misma. 
La inhibición de CN mediante el uso de sus inhibidores farmacológicos, CsA y FK506, en 
modelos animales de hipertrofia cardiaca ha dado resultados contradictorios, aunque la 
mayoría de estos estudios apoyan el requerimiento de CN en la inducción de la patología. Sin 
embargo, el uso de estos inhibidores no parece ser apropiado para el tratamiento de la 
hipertrofia cardiaca dada la alta dosis requerida y que podría dar lugar a efectos secundarios 
severos. De hecho, la aplicación clínica de CsA en humanos como inmunosupresor para evitar 
rechazos en trasplantes de órganos puede producir fibrosis renal y cardiaca así como 
alteraciones en la función cardiaca (Ekberg et al., 2007, Azzi et al., 2013, Oflaz et al., 2004, 
Meguro et al., 1999). Dado que CsA ejerce su función inhibidora mediante su unión con la 
inmunofilina ciclofilina, chaperona importante para el plegamiento en la síntesis de proteínas, 
parte de estos efectos negativos podrían estar causados por el secuestro de esta proteína por 
la CsA, impidiendo realizar su función. También se ha relacionado a CsA con el aumento del 
estrés oxidativo a nivel celular (Buffoli et al., 2005, Rezzani, 2006). Por lo tanto, se necesitaba 
otro modelo que permita estudiar el papel de la CN en la patología hipertrófica que no 
implicara el uso de este fármaco. 
En este trabajo de tesis hemos pretendido elucidar si la fosfatasa CN es un elemento 
clave en el desarrollo temprano de la hipertrofia cardiaca en adultos, para lo cual hemos usado 
un modelo de infusión del factor humoral AngII en ratón en el que se desarrolla hipertrofia 
acompañada por la inducción de hipertensión. Para alcanzar este objetivo hemos empleado 
dos aproximaciones experimentales, comparando el modelo inhibición farmacológica de CN  
mediante CsA con el modelo genético de deleción inducible de CN que hemos desarrollado. 
Esto nos ha permitido diferenciar el efecto de la CsA sobre la hipertrofia cardiaca del de la 
ausencia de CN en el corazón. 
Angiotensina II y la activación de la ruta calcineurina/NFAT en el corazón  
En el modelo in vivo de infusión de AngII hemos comprobado que se produce la 
activación de la ruta CN/NFAT en el corazón, y que esta activación es temprana. En un primer 
abordaje, intentamos analizar directamente la activación de NFAT en tejido cardiaco; sin 
embargo, los ensayos de western blotting para detectar la desfosforilación y translocación de 
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la proteína NFAT en muestras tratadas con AngII mostraron una baja resolución. Por ello 
decidimos comprobar la activación de la ruta por medio de la expresión de dos de sus genes 
diana, Rcan1.4 (la isoforma inducible del gen Rcan1) y Cox2. AngII indujo en el tejido cardiaco 
un aumento rápido de la expresión ambos genes tanto a nivel de ARNm como de proteína. 
Además,  el co-tratamiento con CsA en ratones infundidos con AngII inhibió tanto la expresión 
de Rcan1.4 como la de Cox2, comprobándose así la dependencia de CN para la expresión de 
ambos genes en el corazón de ratón. 
AngII provoca el desarrollo de hipertrofia cardiaca, aumentando el tamaño del corazón 
de forma concéntrica (sin aumento de volumen de la cámara ventricular), incrementando el 
tamaño de los cardiomiocitos y produciendo fibrosis como eventos más importantes en esta 
patología. La inhibición de CN por medio de la acción de CsA revierte significativamente (60-
75%), la inducción de estos efectos mediados por AngII, a excepción de la inducción de fibrosis. 
La CsA no inhibió de forma significativa la fibrosis inducida por AngII. Dado que se ha descrito 
que el tratamiento con CsA puede provocar fibrosis (Khanna et al., 2002, Laczkovics et al., 
1987, Bianchi et al., 2003), una posible explicación a la incapacidad del fármaco para bloquear 
el remodelado fibrótico inducido por AngII podría ser un efecto pro-fibrótico del 
inmunosupresor independiente de su acción sobre CN. Sin embargo, cabe señalar que no 
parece que el fármaco CsA per se, al menos a esta dosis, sea responsable de un aumento de 
fibrosis en el miocardio, ya que el tratamiento simple con CsA no induce un incremento de 
fibrosis sobre los niveles basales. Sin embargo, CsA podría ejercer un efecto fibrótico sinérgico 
con AngII pero independiente de CN. 
Además, AngII provocó un aumento en la presión arterial en nuestros ratones, como 
era esperado por su efecto vasoconstrictor. Sin embargo, el co-tratamiento con CsA no inhibió 
este incremento tras 21 días, a pesar de que sí previno el desarrollo de la hipertrofia cardiaca. 
Un efecto similar de CsA ha sido descrito en otros modelos de hipertrofia inducidos por 
aldosterona o nefrectomía (Takeda et al., 2002, Di Marco et al., 2011). Estos resultados 
indicarían que el desarrollo de hipertensión mediado por AngII no está mediado por la ruta 
CN/NFAT, y de forma más importante, que en condiciones de alta presión arterial es posible 
bloquear la inducción de la patología hipertrófica. Nuestros resultados apoyan la idea de que 
AngII en situaciones patológicas, aparte de ser un factor clave en el desarrollo de la 
hipertensión, desencadena en el corazón una parte de la respuesta hipertrófica que es 
independiente de su efecto hipertensivo.  
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Efectos de la deleción de la CN cardiaca en el desarrollo de hipertrofia cardiaca 
en adultos 
Debido a los potenciales efectos secundarios y no específicos de la CsA, nos 
planteamos usar en paralelo  otro abordaje para estudiar el papel de la CN en hipertrofia 
cardiaca que no implicara el uso de agentes farmacológicos y utilizamos una aproximación 
genética para la inhibición de CN. Existen en la bibliografía varios trabajos con modelos 
animales en los que la manipulación genética de diversos miembros de la ruta CN/NFAT da 
lugar a inducción o inhibición de hipertrofia. Por ejemplo, ratones con sobreexpresión de CN o 
NFATc4 constitutivamente activa en corazón presentan hipertrofia cardiaca revertida por el 
uso de CsA (Molkentin et al., 1998); ratones con deleción de la isoforma β de la CnA son 
resistentes a la inducción de la enfermedad tras el tratamiento con agentes pro-hipertróficos 
como el isoproterenol o AngII (Bueno et al., 2002b); y ratones con deleción de NFATc2 o 
NFATc3 muestran una respuesta reducida frente a estímulos hipertróficos (Bourajjaj et al., 
2008, Wilkins et al., 2002). Todos estos modelos están basados en la sobreexpresión de genes 
de la ruta de forma constitutiva desde la etapa embrionaria o en su deleción ubicua, lo que no 
parece un acercamiento apropiado para estudiar una enfermedad cardiaca que se produce 
durante la etapa adulta. Tras el desarrollo de los modelos de recombinasa Cre, se consiguió la 
deleción selectiva de CN en músculo cardiaco (Maillet et al., 2010). Este se producía al estar la 
proteína Cre bajo el control del promotor del gen αMHC, cuya expresión se activa en el 
momento del nacimiento de los roedores para sustituir a la isoforma fetal beta, βMHC. Pese al 
avance, la inhibición de CN se producía de forma perinatal, teniendo su efecto fuera del 
tiempo indicado para la enfermedad, y causaba una alta mortalidad debido a un desarrollo 
deficitario de los cardiomiocitos, que conllevaba arritmias cardiacas y eventualmente 
insuficiencia cardiaca, por lo que este modelo no era adecuado para estudiar el desarrollo de 
la hipertrofia cardiaca (Molkentin, 2013). Otro modelo genético que se ha descrito 
recientemente para analizar el papel de CN es un modelo del tipo tet-off (Berry et al., 2011), 
en el que los animales expresan CN constitutivamente activa de forma inducible al retirarles de 
la dieta doxiciclina, mientras que durante su administración los ratones tienen un nivel basal 
de expresión. Esto permitió a los investigadores, por un lado, restringir la sobreexpresión de 
CN en el corazón durante la etapa adulta, cuando se les retira el fármaco, y por otro, 
comprobar la reversibilidad de la patología al volver a administrárselo. Basándonos en todos 
estos modelos y en la falta de un buen modelo que nos permitiera restringir la ausencia de la 
CN cardiaca únicamente durante el desarrollo de la patología, nos decidimos a generar una 
línea de ratones usando un sistema de recombinasa Cre cardio-específico para eliminar el gen 
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de Cnb1 y cuya actividad recombinasa es inducida por la administración de tamoxifeno (Sohal 
et al., 2001). 
En efecto, tras sólo dos días después de finalizar la administración de tamoxifeno, 
obtuvimos una deleción de CnB a nivel de ARNm y de proteína cercana al 60% en tejido 
cardiaco total, lo que supone una reducción casi total de CnB en los cardiomiocitos, ya que hay 
que tener en cuenta que el análisis se realizó en el órgano completo, donde coexisten estas 
células con otras como fibroblastos y células endoteliales. Tras el tratamiento con AngII 
durante 21 días, la ausencia de CN cardiaca confiere a los animales una clara resistencia a 
desarrollar hipertrofia cardiaca, inhibiéndose en este fondo genético la inducción de todos los 
parámetros patológicos inducidos por AngII, incluido el desarrollo de fibrosis, que no se inhibía 
en la aproximación farmacológica con CsA. Este dato revela que la CN del cardiomiocito es un 
mediador importante para la inducción de fibrosis en el miocardio. Dado que en el modelo 
farmacológico CsA no inhibía la aparición de fibrosis cardiaca, una hipótesis que surgió fue que 
CsA podría ejercer un efecto fibrótico aditivo con acciones fibróticas mediadas por AngII pero 
independientes de CN y esto produciría el mantenimiento de la fibrosis inducida por el 
tratamiento con AngII. Para comprobarlo, tratamos a los ratones con deleción de CnB con CsA 
y AngII durante 21 días. Sorprendentemente, en este caso tampoco se indujo fibrosis en el 
miocardio, lo que invalidaba nuestra hipótesis. Por lo tanto, parece que la fibrosis inducida por 
AngII depende de la presencia de CN, y no de su actividad. Podría ocurrir que, dado que CN se 
halla asociada a las proteínas del disco Z en el sarcómero del cardiomiocito (Heineke et al., 
2005, Jeong et al., 2008), tenga también una función como proteína de anclaje, y en 
situaciones de estrés su pérdida afecte a la organización del tejido cardiaco de tal forma que la 
respuesta fibrótica se vea bloqueada. 
La ausencia de CN cardiaca en ratones control que no fueron sometidos a ningún tipo 
de tratamiento no produjo efectos relevantes en ninguno de los parámetros analizados. Esto 
nos llevó a otra conclusión: en el punto final del experimento, estos animales se habían 
mantenido estables un mes sin actividad CN en el miocardio. Maillet et al (2010) observaron 
que los ratones con deleción perinatal de Cnb1 cardiaca presentaban una caída significativa de 
la función cardiaca, además de dilatación cardiaca en sístole, a partir del primer mes de vida, 
posiblemente debido a problemas en la proliferación de los cardiomiocitos. Nosotros no 
hemos encontrado este efecto en disfunción cardiaca en nuestro modelo, lo que nos lleva a 
sugerir que el papel de CN para la homeostasis del corazón varía a lo largo del desarrollo 
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perinatal y adulto, y la CN podría ejercer en el corazón funciones diferentes en las diferentes 
etapas de la vida. 
Los ratones tratados con AngII presentaban hipertensión arterial tanto en el grupo 
control como en el tratado con Tx, y por tanto, independientemente de si los ratones tenían o 
no inhibido el desarrollo de hipertrofia cardiaca. Así, este resultado sostiene la idea ya 
expuesta de que AngII, en situaciones patológicas, provoca en el corazón una parte de la 
respuesta hipertrófica que es independiente de su efecto hipertensivo. 
A pesar de que una de las consecuencias que puede tener la hipertrofia cardiaca es el 
desarrollo de una condición de insuficiencia cardiaca, no encontramos que la infusión con 
AngII provocara una caída de la fracción de eyección o del acortamiento fraccional, parámetros 
ecocardiográficos que expresan la funcionalidad del músculo cardiaco. Creemos que esto se 
debe a que el tratamiento dado en nuestro modelo es demasiado corto en el tiempo como 
para producir un descenso en la capacidad contráctil del corazón. De hecho, se ha mostrado 
recientemente en un modelo de hipertrofia cardiaca hipertensiva que los ratones sólo 
desarrollan disfunción sistólica tras 42 días con una combinación de infusión de AngII, dieta 
rica en sal y nefrectomía (Tsukamoto et al., 2013). Sería necesaria, por tanto, una exposición 
más larga a agentes hipertróficos más potentes que lo estudiado en nuestro modelo para 
elucidar el papel de la calcineurina en la insuficiencia cardiaca. 
El tratamiento único con CsA no induce alteraciones en el sistema 
cardiovascular  
Numerosas investigaciones experimentales y clínicas han descrito a CsA como un 
fármaco pro-hipertensivo, sin embargo en nuestro modelo no detectamos este efecto del 
inmunosupresor per se sobre la presión arterial. Los estudios clínicos existentes básicamente 
describen el tratamiento con CsA como la causa de la hipertensión que desarrollan los 
pacientes trasplantados y tratados con el inmunosupresor (Textor et al., 1994, Kaye et al., 
1993, Roullet et al., 1994, Hoorn et al., 2012, Jardine, 2005, Miller, 2002, Ponticelli et al., 
2011).  Sin embargo, los trabajos con animales donde demuestran este efecto directo e 
hipertensivo de CsA realmente difieren en gran medida del nuestro, en cuanto a la vía de 
administración y dosis, lo que podría explicar estas diferencias (Zhang and Victor, 2000, Zhang 
et al., 2000).  Lo mismo ocurre con la hipertensión, como hemos visto. Además, algunos 
trabajos han sugerido que el efecto hipertensivo de la CsA podría ser debido a que este 
fármaco provoca un aumento en la expresión de los receptores de AngII en la aorta (Avdonin 
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et al., 1999, Iwai et al., 1993), por lo que el aumento de presión arterial mediado por CsA sólo 
se produciría en situaciones donde estos receptores son susceptibles de ser activados, no en 
condiciones basales. 
En nuestro modelo, CsA es incapaz de prevenir la inducción de fibrosis mediada por 
AngII y CsA, por sí sola, no produce fibrosis. Sin embargo, se ha descrito que el tratamiento con 
CsA produce fibrosis cardiaca (Kolar et al., 1996, Bianchi et al., 2003, Laczkovics et al., 1987, 
Khanna et al., 2002), aunque en estos estudios la duración del tratamiento y la dosis de CsA 
son mayores que en nuestro caso. 
Los estudios sobre los efectos del tratamiento con CsA sobre la función cardiaca son 
contradictorios, se ha descrito que puede inducir disfunción sistólica en animales con 
sobrecarga de presión cardiaca (Meguro et al., 1999, Hiemstra et al., 2013) y en contraposición 
también se ha mostrado que el tratamiento con CsA no afecta a la función sistólica (Hill et al., 
2000, Di Marco et al., 2011). Incluso, en animales con sobreexpresión de CN activa en corazón 
que desarrollan hipertrofia con disfunción cardiaca, se ha descrito que la CsA mejora la 
fracción de eyección en estos animales (Lim et al., 2000). En humanos, trasplantados renales 
con distinta duración de tratamiento inmunosupresor de CsA presentan disfunción diastólica 
con fracción de eyección preservada (Oflaz et al., 2004). En nuestros primeros experimentos, 
los animales tratados únicamente con CsA o en combinación con AngII presentaron una 
reducción significativa de la fracción de eyección. Sin embargo, este resultado no fue 
reproducible en posteriores ensayos, tanto en ratones con genotipo silvestre como con 
deleción de CN. En conjunto, aunque no hay una reducción significativa de la fracción de 
eyección, sí que los animales hipertróficos tratados con CsA presentan una cierta tendencia en 
desarrollar disfunción sistólica. 
Una de posible explicación a la gran variabilidad de resultados en cuanto a fibrosis y 
función cardiaca podría ser la diferencia existente entre la dosis de CsA utilizadas en los 
diferentes estudios, que pueden variar entre 2 y 50mg/Kg/día (Hiemstra et al., 2013, 
Owunwanne et al., 1993). Sin embargo, nuestros resultados en un ensayo en el que sometimos 
a los ratones a un tratamiento con AngII y dosis crecientes de CsA, entre 0,5 y 12,5 mg/Kg/día, 
no detectamos diferencias significativas a ninguna de estas dosis función cardiaca tras 21 días 




Activación de la ruta de TGFβ en las etapas tempranas del desarrollo de 
hipertrofia cardiaca 
Nuestros resultados muestran que el área celular, el grosor de las paredes 
ventriculares y la fibrosis resultan significativamente incrementados tras tres días de 
tratamiento con AngII. Esto indica que la hipertrofia cardiaca es una respuesta que se produce 
rápidamente tras este estímulo, y sugiere la posibilidad de que AngII active un programa 
génico que desencadene esta respuesta tan rápida.  
Una de las rutas de señalización que ha sido descrita como clave en el desarrollo de la 
fibrosis cardiaca es la del TGFβ (Creemers and Pinto, 2011, Ruiz-Ortega et al., 2007). AngII es 
capaz de activar la expresión de TGFβ y CTGF en el corazón (Lim and Zhu, 2006, Leask, 2007), 
por lo que decidimos comprobar si esta activación ocurría a tiempos tempranos y si era 
dependiente de CN/NFAT. La expresión de dos miembros de la ruta de TGFβ, TGFβ1 y CTGF, se 
indujo en corazón tras 24 h de tratamiento con AngII. CsA no inhibe este incremento, mientras 
que la deleción de CnB produce una reducción significativa de la expresión de estos genes. 
Dado que tanto TGFβ como CTGF son mediadores en el desarrollo de fibrosis, las diferencias 
en la expresión de estos genes entre los dos tipos de inhibición de la ruta podrían explicar las 
diferencias en el patrón de fibrosis en ambos modelos. 
Una posible explicación complementaria y/o alternativa a los resultados encontrados 
sobre la inducción de fibrosis era que hubiese una regulación transcripcional diferencial de los 
tipos de colágeno per se que dan cuenta de la fibrosis entre ambos modelos. En consonancia 
con estudios previos, el tratamiento con AngII eleva la expresión de Col1a1 y Col3, y 
corroborando nuestros datos histológicos la CsA no es capaz de inhibir este aumento 
provocado por AngII, incluso incrementa los niveles de expresión. Cabía la posibilidad, por 
tanto, de que los animales con deleción de CN y tratados con AngII, al presentar una respuesta 
fibrótica reducida, tuvieran también una reducida expresión de ambos genes. Sin embargo, la 
ausencia de CN no alteró en gran medida el patrón de expresión de Col1 y Col3 inducido por 
AngII. Los resultados de expresión génica sugieren que la CN cardiaca no estaría implicada en 
la inducción transcripcional de estos colágenos mediada por AngII. Aunque aún no hemos 
corroborado nuestros datos histológicos de fibrosis con ensayos que determinen los niveles 
proteicos de colágeno I y III en nuestras dos aproximaciones experimentales, la presencia de 
CN podría estar regulando post-transcripcionalmente la expresión de estos genes 
interviniendo en los mecanismos de traducción, degradación o deposición en la matriz 
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extracelular de estas proteínas. Por ejemplo, la falta de CN en el cardiomiocito podría 
desregular algún mecanismo que “protege” la traducción de los colágenos y por tanto reducir 
su presencia en la matriz extracelular sin que la expresión a nivel de mensajero se viera 
alterada. En cualquier caso, los distintos mecanismos de regulación post-transcipcional de los 
colágenos merecen un estudio aparte y completo para elucidar el papel de la CN en la 
producción de colágenos de matriz y en fibrosis cardiaca. 
Terapia génica cardiaca frente a la activación de calcineurina 
En nuestro laboratorio, varios proyectos han pivotado alrededor del uso del péptido 
inhibidor de CN LxVP como herramienta terapéutica en enfermedades donde la ruta de 
CN/NFAT juega un papel relevante, patologías con un claro componente inflamatorio como la 
artritis reumatoide o sobre enfermedades que cursan con remodelado vascular como el 
aneurisma abdominal aórtico y la aterosclerosis. Dada la importancia de la CN en el desarrollo 
de hipertrofia cardiaca, nos planteamos el uso de este péptido como herramienta terapéutica 
frente a la enfermedad. 
En un primer abordaje, usamos vectores lentivirales para expresar el péptido LxVP. El 
fracaso en obtener una inhibición de la ruta CN/NFAT mediante esta aproximación tendría dos 
explicaciones. Primero, la baja potencia de la región promotora αMHC empleada, que impedía 
una expresión suficiente del LxVP, y segundo, la dificultad para infectar el miocardio con este 
tipo de vector. Una solución para el primer problema sería usar otro promotor más potente, 
como el de la troponina, que ha dado buenos resultados de especificidad de transducción en 
otros trabajos (Ma et al., 2004, Iannello et al., 1991, Werfel et al., 2014, Prasad et al., 2011). 
Sin embargo, la muerte detectada en cardiomicitos adultos de ratón infectados con nuestros 
lentivirus revela un problema independiente de la potencia del promotor a la hora de analizar 
los efectos de la expresión del péptido en estudios in vitro con cardiomiocitos adultos aislados, 
su susceptibilidad a la muerte. En cuanto a la solución para el segundo inconveniente 
detectado en las aproximaciones in vivo, sería necesario buscar una forma alternativa de 
administración del lentivirus que infectara eficientemente el miocardio. A este respecto, en la 
bibliografía hay pocos trabajos en los que se usen lentivirus para infectar el miocardio (Nolly et 
al., 2014, Di Pasquale et al., 2012, Barth et al., 2008), y en los que se emplea los lentivirus se 
administran por inyección directa en el músculo cardiaco. Sin embargo, esta vía de 
administración no parece muy eficaz para bloquear una patología cardiaca que afecta al 
miocardio de forma general como es la hipertrofia, ya que es muy probable que se obtenga 
únicamente una transducción local del transgén en el lugar del pinchazo (Ly et al., 2008). Hasta 
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hace menos de una década, la mayoría de trabajos sobre terapia génica cardiaca se basaban 
en el uso de adenovirus, inicialmente inyectados en el miocardio, o posteriormente 
administrados por vía intracardiaca con oclusión de la aorta para permitir la recirculación por 
las coronarias y producir una infección homogénea del miocardio (Hajjar et al., 1998). Sin 
embargo, esta aproximación adenoviral, aparte de la complejidad técnica que conlleva su 
administración, presenta otras desventajas como su alta inmunogenicidad y una transducción 
temporal del tejido (Katz et al., 2013). 
 La llegada de la tecnología de vectores basados en los virus adeno-asociados (AAV) 
revolucionó el campo de la terapia génica cardiaca. Los AAV tienen varias ventajas sobre otros 
vectores virales: infectan células que no se dividen, como las musculares; se trata de un 
patógeno humano que no produce enfermedades conocidas, lo que conlleva una alta 
bioseguridad en su manejo; son poco inmunogénicos; y forman en el interior de las células 
infectadas episomas estables que aseguran una expresión mantenida en el tiempo (Ly et al., 
2008). Otra ventaja que los hace atractivos para su uso en terapia génica es que los AAV tienen 
diferentes serotipos con distintos tropismos, que permiten una administración intravenosa 
minimizando el escape del virus a otros tejidos. El serotipo 9 es el de mayor tropismo cardiaco 
(Inagaki et al., 2006, Prasad et al., 2011), y se usa habitualmente en terapia génica cardiaca. 
Por ejemplo, en modelos de ratón, se usan dosis de AAV9 entre 1011 y 5x1011 vg consiguiendo 
buenos niveles de infección en el corazón (Piras et al., 2013, Konkalmatt et al., 2013, Larocca et 
al., 2012). También están siendo utilizados en ensayos clínicos para el tratamiento de la 
insuficiencia cardiaca (Hajjar et al., 2008, Gwathmey et al., 2011, Smith et al., 2013). De hecho, 
en 2012 la Unión Europea aprobó por vez primera la comercialización de un tratamiento de 
terapia génica, que consiste en un AAV de serotipo 1, para la deficiencia en lipoproteína lipasa, 
bajo el nombre comercial Glybera (Yla-Herttuala, 2012).  
Todo esto nos llevó a usar este abordaje con AAV en nuestro modelo, obteniendo una 
alta transducción in vivo de nuestro transgén tras administración intravenosa. Sin embargo, 
usando este sistema no fuimos capaces de conseguir la inhibición in vivo de la ruta CN/NFAT 
cuando era activada por AngII. Dada la eficacia demostrada del péptido LxVP para bloquear de 
la actividad CN en otros modelos in vivo, creemos que la causa de no obtener una inhibición 
suficientemente eficaz en el corazón podría estar relacionada con problemas de accesibilidad a 
la CN en los cardiomiocitos. De hecho, CN parece ocupar una localización subcelular altamente 
definida en los cardiomiocitos que le permitiría ser sensible a las variaciones de Ca2+ 
relacionados con la expresión génica pero le aislaría de los flujos propios de la excitación-
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contracción. Concretamente, se ha postulado que CN estaría unida a la proteína caveolina 3 
(Cav3) en balsas lipídicas (Makarewich et al., 2012), a canales de calcio de tipo L (LTCC), a la 
proteína muscular LIM en los discos Z (Heineke et al., 2005, Jeong et al., 2008) y a la bomba de 
calcio de membrana plasmática (PMCA) (Wu et al., 2009, Buch et al., 2005, Houser and 
Molkentin, 2008). Es posible que la especial localización de la CN en el cardiomiocito impida a 
la proteína de fusión GFP-LxVP que se expresa tras la infección acceder al lugar donde se halla 
la CN, necesitando una mayor transducción de la célula. Sin embargo, una expresión 
demasiado elevada de GFP en las células podría dar efectos tóxicos indeseados, ya que existen 
indicios sobre la inmunogenicidad del GFP al ser sobreexpresado en tratamientos de terapia 
génica (Stripecke et al., 1999, Rosenzweig et al., 2001, Badrian and Bogoyevitch, 2007). Por 


















En este trabajo se ha descrito el papel de la CN en el desarrollo de la hipertrofia 
cardiaca patológica mediada por AngII. De los resultados obtenidos se pueden extraer las 
siguientes conclusiones: 
1. La estimulación con AngII induce la activación de la calcineurina en el corazón y el 
desarrollo de un fenotipo hipertrófico a tiempos tempranos. 
2. La inhibición farmacológica y la deficiencia genética de CN reducen el desarrollo de 
la hipertrofia cardiaca.  
3. La fibrosis cardiaca inducida por AngII se inhibe en ratones con cardiomiocitos 
deficientes en CN; sin embargo este efecto no se produce con la inhibición por 
CsA.  
4. La inhibición farmacológica de CN por CsA y la deleción genética de CN afectan de 
forma diferencial a la expresión de genes profibróticos que AngII induce en 
corazón. 
5. El tratamiento con CsA o la deleción genética de CN previenen la hipertrofia sin 
modificar los efectos hipertensivos de AngII, por lo que la hipertensión arterial no 
está asociada a la hipertrofia cardiaca inducida por AngII. 
6. La función sistólica del corazón se preserva tanto cuando CN se inhibe con CsA 
como en ratones deficientes en CN cardiaca. 
7. Pese a la eficiencia de la infección del miocardio con vectores virales AAV9 que 
expresan el péptido inhibidor LxVP, este no inhibe la activación de la ruta CN/NFAT 
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